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1 Zusammenfassungen 
1.1 Zusammenfassung 
Im Gegensatz zu gesunden humanen Zellen weisen Tumorzellen eine erhöhte basale Ex-
pression von HSPA1A und HSPA1B auf, zweier stressinduzierbarer molekularer Chapero-
ne mit einem Molekulargewicht von 70 Kilodalton (nachfolgend zusammenfassend als 
"Hsp70" bezeichnet). Außerdem exponieren sie Hsp70 als periphere oder integrale Protei-
ne auf ihren Zelloberflächen, wobei die integrale Form als für Tumorzellen spezifisch gilt. 
Stressinduziert wird Hsp70 allgemein verstärkt exprimiert, was nicht nur zytoprotektive, 
sondern auch zytotoxische Effekte auslösen kann. Auch der Export von freiem Hsp70 und 
die Sekretion von Hsp70 enthaltenden extrazellulären Vesikel werden unter Stressbedin-
gungen intensiviert. Letzteres kann immunstimulatorische Wirkungen hervorrufen.  
Grundsätzlich können die basalen sowie die stressinduzierten Expressions- und Lokalisa-
tionsmuster von Hsp70 bei einzelnen Tumorzelltypen variieren. Eine einheitliche Korrela-
tion zwischen Expressionsintensität und Behandlungsprognose konnte bislang nicht herge-
stellt werden. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit MCF7-Brust-Adenokarzinom-, 
T47D-Brust-Duktalkarzinom- und U2OS-Osteosarkom-Zellen bezüglich basaler Expres-
sionsintensität, Verlauf und Ausprägung der Stressantwort sowie Lokalisation von Hsp70 
charakterisiert. Hierdurch sollten Unterschiede und Gemeinsamkeiten identifiziert werden, 
die sich als Ansatzpunkte für Tumordiagnostik und Tumortherapie eignen könnten. 
Zur biochemischen Charakterisierung der basalen und stressinduzierten Expressionsmuster 
von Hsp70 und anderen Proteinen wurden ungestresste und gestresste Zellen homogeni-
siert und mittels differentieller Zentrifugation in zellkernfreie Homogenate, Zytosol- und 
Membranfraktionen getrennt. Die Analyse der Proben erfolgte mittels Gelelektrophorese, 
Westernblot und densitometrischer Quantifizierung. Hierbei zeigte sich, dass T47D- und 
MCF7-Zellen unter physiologischen Bedingungen deutlich mehr Hsp70 exprimierten als 
U2OS-Zellen. Die Höhen der basalen Expressionsniveaus bestimmten die Intensitäten der 
Stressantworten: Je mehr Hsp70 die Zellen unter physiologischen Bedingungen syntheti-
sierten, desto schwächer fielen die stressinduzierten Expressionssteigerungen aus.  
Davon abgesehen zeigten die Tumorzelllinien auffällige Gemeinsamkeiten. So verliefen 
die stressinduzierten Hsp70-Expressionsschwankungen in Zytosol- und Membranfraktio-
nen stets vergleichbar, die Verhältnisse von zytosolischem zu Membran-assoziiertem 
Hsp70 blieben konstant. Die Expressionssteigerungen erreichten die jeweiligen Maxima 
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Auch die zwischen sechs und 24 Stunden auftretenden Expressionsreduktionsraten waren 
ähnlich ausgeprägt. Bezüglich der Expressionsmuster des konstitutiv exprimierten HSPA8 
(nachfolgend als "Hsc70" bezeichnet) zeigten die T47D-Zellen hingegen Besonderheiten: 
Obgleich diese Zellen bereits unter physiologischen Bedingungen nur wenig Hsc70 expri-
mierten, reduzierten sie die Expression nach Stressexposition, während MCF7- und U2OS-
Zellen die Synthese verstärkten. Dies lässt vermuten, dass zytotoxische Effekte die maxi-
mal erreichbaren Expressionsniveaus von Hsp70-Chaperonen begrenzen.  
Die Analyse der subzellulären Lokalisationsmuster von Hsp70 und anderen Proteinen wur-
de mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie unter Verwendung unpermeabilisierter 
und permeabilisierter Zellen realisiert. Hierbei zeigten sich entweder keine (T47D, MCF7) 
oder nur geringfügige (U2OS) Unterschiede zwischen ungestressten und gestressten Zel-
len. Hsp70 blieb innerhalb der Zellen überwiegend gleichmäßig verteilt, die subzellulären 
Lokalisationsmuster blieben weitgehend konstant. Dementsprechend kann davon ausge-
gangen werden, dass die bei anderen Tumorzelltypen beobachtete stressinduzierte nukleäre 
Akkumulation von Hsp70 kein genereller Bestandteil der Stressantwort ist.  
Auf den Oberflächen der unpermeabilisierten Zellen kolokalisierte Hsp70 mit GAPDH und 
α-Tubulin in sphärisch oder globulär erscheinenden Clustern von drei (MCF7) bis zehn 
(T47D, U2OS) Mikrometern Durchmesser. Die Formen und Größen dieser Cluster sowie 
das Vorhandensein von Alix in der unmittelbaren Umgebung derselben deuten darauf hin, 
dass es sich bei diesen um extrazelluläre Vesikel ähnlich den großen Onkosomen handeln 





Galektin-3 auf den Oberflächen der Tumorzellen detektierbar. Die Lokalisationsmuster 
einiger der letztgenannten Proteine variierten zwischen den Tumorzelllinien jedoch erheb-
lich. Dies lässt darauf schließen, dass die Komposition der auf den vesikulären Strukturen 
vorhandenen Proteine für einzelne Tumorzelltypen spezifisch sein könnte.  
Zusammenfassend betrachtet lassen die Ergebnisse der biochemischen Analysen vermuten, 
dass die Stressresistenz von Tumorzellen nicht nur durch die Höhe des basalen Hsp70-
Expressionsniveaus determiniert wird. Vielmehr scheint auch die Menge des über die basa-
le Expression hinaus noch synthetisierbaren Hsp70 eine Rolle zu spielen. Die Resultate der 
immunfluoreszenzmikroskopischen Analysen weisen darüber hinaus darauf hin, dass die 
Freisetzung großer extrazellulärer Vesikel kein Merkmal bestimmter Tumorzelltypen, son-
dern ein relativ weit verbreitetes Phänomen sein könnte. Die Konzentration immunaktivie-
render Moleküle auf den Vesikeln sowie die Abschnürung derselben könnte es den Tumor-
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1.2 Summary 
In contrast to healthy human cells, tumor cells frequently overexpress HSPA1A and 
HSPA1B, the two major stress-inducible molecular chaperones of 70 kilodalton molecular 
weight (hereinafter collectively referred to as "Hsp70"). In addition, they present Hsp70 as 
peripheral or integral proteins on their cell surfaces, whereby the integral form is consid-
ered to be specific for tumor cells. Stress-induced, the expression of Hsp70 is generally 
upregulated, which can cause cytoprotective and cytotoxic effects. Also the export of solu-
ble Hsp70 and the secretion of extracellular vesicles containing Hsp70 are intensified un-
der stress conditions, which can provoke immunostimulatory effects. 
In general, the basal and stress-induced expression patterns as well as the subcellular local-
izations of Hsp70 can vary between different types of tumor cells. A clear correlation be-
tween expression intensity and treatment prognosis could not be established so far. There-
fore, in this study, the breast adenocarcinoma cell line MCF7, the breast ductal carcinoma 
cell line T47D and the osteosarcoma cell line U2OS were characterized regarding basal 
expression intensity, progression and features of the stress response as well as localization 
of Hsp70. Hereby, differences and similarities were to be identified, which could act as 
starting points for tumor diagnosis and tumor treatment approaches. 
To characterize the basal and heat-shock altered expression patterns of Hsp70 and other 
proteins, unstressed and stressed cells were homogenized and separated into nuclear-free 
homogenates, cytosolic and membrane fractions by differential centrifugation. The sam-
ples were analyzed by gel electrophoresis, western blot and densitometric quantification. 
The results revealed that MCF7 and T47D cells expressed considerably higher quantities of 
Hsp70 than U2OS cells under physiological conditions. The strength of the basal expres-
sion determined the intensity of the stress response: The more Hsp70 was expressed under 
physiological conditions, the weaker was the stress-induced expression increase. 
Beside these differences, the tumor cell lines shared noticeable similarities: The temporal 
progression of the heat-shock induced expression fluctuations in cytosolic and membrane 
fractions was comparable; the ratios of cytosolic to membrane-associated Hsp70 remained 
constant. Furthermore, the Hsp70 expression increase reached its peak four to six hours 
post-stress in all tumor cell lines analyzed. Also the expression decrease rates between six 
and 24 hours post-stress were comparable. However, regarding the expression pattern of 
the constitutively expressed HSP70-family member HSPA8 (hereinafter referred to as 
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expressed only low amounts of Hsc70 under physiological conditions, they reduced the 
expression in response to stress-exposure, whereas the MCF7 and the U2OS cells rein-
forced the synthesis. Thus, it seems likely that the maximal achievable expression levels of 
Hsp70-chaperones are limited by cytotoxic side effects. 
The analysis of the subcellular localization patterns of Hsp70 and other proteins was ac-
complished by indirect immunofluorescence microscopy using non-permeabilized and 
permeabilized cells. The results indicated no (T47D, MCF7) or just slight (U2OS) differ-
ences between unstressed and stressed cells. Hsp70 remained more or less evenly distribut-
ed within the cells; the subcellular localization patterns remained essentially constant. Ac-
cordingly, it can be assumed that the stress-induced nuclear accumulation of Hsp70, ob-
served in case of other tumor cell lines, is not a general part of the stress response.  
On the surfaces of the non-permeabilized cells, Hsp70, GAPDH and α-Tubulin colocalized 
in clusters of spherical or globular appearance with three (MCF7) to ten (T47D, U2OS) 
micrometer diameter. Size and shape of these clusters as well as the presence of Alix ex-
clusively in immediate vicinity to them suggest that they may represent extracellular vesi-





ATPases and Galectin-3 were detectable on the cell surfaces. However, the localization 
patterns of some of the latter proteins differed between the cells lines to a considerable 
degree. Therefore, it can be assumed that the composition of the proteins exposed on the 
vesicular structures might be specific for certain types of tumor cells. 
Taken together, the results of the biochemical analyses lead to the assumption that the 
stress resistance of tumor cells is not solely depending on the intensity of the basal Hsp70 
expression. Rather, it appears that also the amount of Hsp70 which can be synthesized in 
addition to the basal expression level might play a role. The results of the immunofluores-
cence microscopic analyses suggest moreover that the shedding of large vesicles is not a 
special characteristic of certain tumor cell types, but a relatively widespread phenomenon. 
The concentration of immunoactivating molecules on these vesicles and their release could 
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2 Einleitung 
Alle Organismen sind mit ständig wechselnden externen oder internen Einflüssen konfron-
tiert, die bis zu einem gewissen Grad dauerhaft toleriert werden können. Überschreiten 
Dauer oder Intensität einer Beeinflussung jedoch das Niveau, an welches ein bestimmter 
Organismus jeweils angepasst ist, oder ändern sich Umweltbedingungen ungewöhnlich 
schnell, reagieren Organismen auf zellulärer Ebene mit strukturellen und funktionellen 
Adaptionsvorgängen. Letzteres wird allgemein als zelluläre Stressantwort bezeichnet. Die 
ursächlichen Einflüsse werden dementsprechend Stressfaktoren oder Stressoren genannt.  
Den Grundstein für die Erforschung der Stressantwort legte Ferruccio Ritossa im Jahr 1962 
mit einer zunächst als "für die wissenschaftliche Gemeinschaft irrelevant" bezeichneten 
Studie (Ritossa, 1996). Er beobachtete bei Larven der Taufliege Drosophila buschkii die 
Dekondensation gewisser Bereiche von Polytänchromosomen infolge kurzfristiger Tempe-
raturerhöhung (Ritossa, 1962). Erst zwölf Jahre später demonstrierten Tissières et al., dass 
die Neubildung dieser Strukturen mit dem Beginn der Synthese einer begrenzten Anzahl 
von Proteinen korreliert (Tissières et al., 1974). Letztere werden aufgrund des für die Ent-
deckung maßgeblichen Stressfaktors bis heute als "Hitzeschockproteine" (HSPs) bezeich-
net, obgleich bereits Ritossa gezeigt hatte, dass sich die von ihm beschriebenen Effekte bei 
Drosophila-Larven nicht nur durch Temperaturerhöhung, sondern auch mit Chemikalien 
wie Dinitrophenol oder Natriumsalicylat induzieren lassen (Ritossa, 1964).  
In den folgenden Jahren war die Forschung zunächst auf die Aspekte Genstruktur und Re-
gulation fokussiert (Lindquist, 1986). Hierbei zeigte sich, dass die für bestimmte HSPs 
kodierenden Gene sowie deren regulatorische Elemente evolutionär zumeist hoch konser-
viert sind. Auch wurde bald klar, dass viele HSPs direkt an der Faltung anderer Proteine 
beteiligt oder in die Aufrechterhaltung beziehungsweise die Wiederherstellung der dreidi-
mensionalen Konformation derselben involviert sind (Becker und Craig, 1994). In Anleh-
nung an das englische Wort für "Anstandsdamen" bezeichnete man diese Polypeptidketten-
bindenden molekularen Faltungshelfer daher als Chaperone (Ellis, 1987).  
Auf struktureller Ebene erwies sich die Gruppe der HSPs hingegen als vergleichsweise 
heterogen. Daher teilte man sie anhand ihrer ungefähren, in Kilodalton (kDa) ausgedrück-
ten, atomaren Massen und Funktionen in Familien ein (Tabelle 2.1). Zu diesen gehören 
etwa die aus bis zu 14 Untereinheiten bestehenden Proteinkomplexe der HSP60-Familie, 
aber auch einfacher strukturierte HSPs, wie die nur in dimerisierter Form aktiven Hsp90-
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Tabelle 2.1: Familien der Hitzeschockproteine sowie Beispiele für Nomenklatur, Lokalisation und 
Funktion einzelner Proteine bei Escherichia coli (E. coli), Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), Pi-
sum sativum (P. sativum) und Homo sapiens (H. sapiens). Nach Jolly und Morimoto, 2000 sowie Zorzi und 
Bonvini, 2011; abgewandelt. ER = Endoplasmatisches Retikulum, ATP = Adenosintriphosphat. 
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Die Regulation der Stressantwort stellte sich als den spezifischen biologischen Charakteris-
tika einzelner Organismen entsprechend und somit insgesamt betrachtet als divers heraus 
(Lindquist und Craig, 1988). So musste man feststellen, dass einige der ursprünglich als 
HSPs klassifizierten Proteine tatsächlich bereits unter physiologischen Bedingungen kon-
stitutiv exprimiert und im Rahmen der Stressantwort lediglich verstärkt synthetisiert wer-
den. Die Expression anderen HSPs erwies sich bei Stressexposition als konstant oder bei 
Auftreten bestimmten Stressfaktoren sogar als reprimierbar. Darüber hinaus beobachtete 
man, dass bei komplexeren Eukaryoten HSPs vielfach Entwicklungsstadium- und Gewebe-
typ-spezifisch exprimiert werden (Morange et al., 1984). Beispielsweise demonstrierten 
D'Souza und Brown, dass die Expression stressinduzierbarer Vertreter der HSP70-Familie 
während der frühen postnatalen Entwicklungsphasen in den zerebralen Hemisphären der 
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Kleinhirn bleibt hingegen konstant. Morimoto und Fodor beschrieben, dass Lymphozyten 
von Gallus gallus domesticus nach einem Hitzeschock Hsp90- und Hsp70-Proteine sowie 
kleine HSPs verstärkt exprimieren, Retikulozyten hingegen lediglich die Expression von 
Vertretern der HSP70-Familie intensivieren (Morimoto und Fodor, 1984). 
Inzwischen hat sich gezeigt, dass die Hauptfunktionen vieler HSPs in der Erkennung und 
Stabilisierung partiell gefalteter Intermediate sowie in der Rückfaltung denaturierter Prote-
ine bestehen (Ellis und Hemmingsen, 1989; Beckmann et al., 1990). Darüber hinaus sind 
HSPs aber in eine Vielzahl von Prozessen involviert, welche für die allgemeine Zellviabili-
tät von essentieller Bedeutung sind. Hierzu gehören unter anderem die Unterbindung der 
Aggregation von Proteinen (Pelham, 1986), der Transport von Vorläuferproteinen über 
Membranen (Kang et al., 1990), die Assemblierung oder Disassemblierung von Protein-
komplexen (Chappell et al., 1986) sowie die Proteindegradation (Straus et al., 1988) und 
die Modulation der Stressantwort (Tilly et al., 1983; Nelson et al., 1992). 
2.1 Die Familie der Hitzeschockproteine mit 70 kDa Molekulargewicht 
Die Familie der HSPs mit einem Molekulargewicht von etwa 70 kDa umfasst eine Gruppe 
molekularer Chaperone, die bei allen bislang diesbezüglich charakterisierten Organismen 
nachgewiesen wurden (Lindquist, 1986; Lindquist und Craig, 1988). Vergleichende Analy-
sen der Gene dieser HSPs lieferten eines der ersten überzeugenden Beispiele für evolutio-
näre Genkonversion, sie gelten als die evolutionär höchstkonservierten Gene überhaupt 
(Daugaard et al., 2007). So weisen beispielsweise einige der von Homo sapiens und Dro-
sophila melanogaster exprimierten Chaperone der HSP70-Familie Sequenzidentitäten von 
bis zu 73 % auf, während die Hsp70-Proteine von Homo sapiens und Escherichia coli im 
Allgemeinen Sequenzidentitäten von etwa 50 % zeigen (Lindquist und Craig, 1988).  
2.1.1 Generelle Domänenstruktur von Chaperonen der HSP70-Familie 
Chaperone der HSP70-Familie gliedern sich grundsätzlich in zwei strukturell unterschied-
lichen Domänen (Abbildung 2.1): Eine evolutionär hochkonservierte, N-terminale ATPa-
se- beziehungsweise Nukleotidbindedomäne (NBD) von 44 bis 45 kDa sowie eine eher 
variable, C-terminale Peptid- beziehungsweise Substratbindedomäne (SBD) von 25 bis 27 
kDa (Chappell et al., 1987; Milarski und Morimoto, 1989; Wang et al., 1993; Gragerov et 
al., 1994; Vogel et al., 2006b). Beide Domänen sind über einen ebenfalls hoch konservier-
ten Bereich regulatorischer Funktion miteinander verknüpft (gemäß der entsprechenden  
englischen Bezeichnung nachfolgend "Linker" genannt). Die dreidimensionalen Strukturen 
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rem mittels Proteinkristallographie bereits aufgeklärt. Entsprechende Daten eines vollstän-
digen und funktionsfähigen Vertreters der HSP70-Familie liegen jedoch nur für Hsp70-
Proteinen mit gebundenen Substraten beziehungsweise Nukleotiden oder für Hsp70-Vari-
anten vor, welche lediglich um einige Aminosäuren verkürzte Domänen umfassen (Jiang et 




Abbildung 2.1: Domänenstruktur von Hsp70 am Beispiel von DnaK. Chaperone der HSP70-Familie 
bestehen aus einer C-terminalen Nukleotidbindedomäne (NBD) sowie einer N-terminalen Substratbindedo-
mäne (SBD), welche über einen flexiblen, hydrophoben Bereich (Linker) miteinander verknüpft sind. Im 
Falle des von Escherichia coli exprimierten DnaK umfasst die NBD die Aminosäuren eins bis 385, der Lin-
ker die Aminosäuren 386 bis 396 und die SBD die Aminosäuren 397 bis 638 (Chiappori et al., 2016). Abge-
bildet ist die räumliche Anordnung der Subdomänen von DnaK im Komplex mit Adenosindiphosphat und 
Substrat als Überlagerung von Bänder- (blau) und Oberflächenmodell (grau). Hierbei ist die Nukleotidbinde-
tasche der NBD zugänglich, die als Deckel fungierende α-Subdomäne der SBD geschlossen. Zur übersichtli-
cheren Darstellung sind ADP und Substrat nicht gezeigt. Nach Kampinga und Craig, 2010; abgewandelt.  
 
Die NBD vermittelt die allosterische Kontrolle der Substratbindung (Abbildungen 2.1 und 
2.2). Diese besteht aus zwei großen, globulären Subdomänen (I, II), die aus je zwei Unter-
einheiten (A, B) gebildet werden und durch eine tiefe Nukleotidbindespalte voneinander 
getrennt sind (Flaherty et al., 1990; Mayer und Bukau, 2005). Adenosintriphosphat-  
(ATP-) Nukleotide werden im Komplex mit je einem Magnesium- (Mg
2+
-) und zwei Kali-
um- (K
+
-) Ionen in der Spalte gebunden und interagieren mit allen vier Untereinheiten (IA, 
IB, IIA, IIB), bevor sie in einer Adenosin-Nukleotidbindetasche fixiert werden (Mayer und 
Bukau, 2005). Die Subdomänen sind höchst flexibel und können ihre Position relativ zuei-
nander so verschieben, dass die Spalte geöffnet oder geschlossen wird (Zhang und Zuider-
weg, 2004). Die SBD hingegen ermöglicht die Bindung hydrophober Bereiche von Poly-
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nen (α, β), deren wesentliche Sekundärstrukturelemente sich deutlich unterscheiden. Die 
N-terminale β-Subdomäne ist aus zwei antiparallel übereinanderliegenden, jeweils vier-
strängigen β-Faltblättern aufgebaut (Zhu et al., 1996). Diese bilden einen Kanal, in wel-
chem Substratpeptide in gestreckter Form gebunden werden. Form und Länge des Sub-
stratbindekanals erlauben die Interaktion mit fünf Aminosäuren des jeweiligen Substrats. 
Eine zentrale, hydrophobe Tasche ermöglicht die Bindung von Resten mit hydrophoben, 
sperrigen Seitenketten, wie beispielsweise Leucin. Im Falle gebundener Substrate ist die β-
Subdomäne relativ starr, in Substrat-freier Form aber beweglich (Stevens et al., 2003).  
Die C-terminale α-Subdomäne der SBD umfasst fünf α-Helices, welche nicht direkt mit 
Substraten interagieren und höchst flexibel sind (Zhu et al., 1996; Mayer et al., 2000). Die 
Subdomäne ist einerseits für die Stabilisierung von Hsp70-Substrat-Komplexen essentiell 
(Moro et al., 2004). Daher wird angenommen, dass diese als eine Art Deckel für den Sub-
stratbindekanal fungiert, der zum Austausch von Substraten geöffnet werden muss. Darü-
ber hinaus ist die α-Subdomäne jedoch für die Rückfaltung denaturierter Substrate erfor-
derlich. Ohne diese können bei gebundenen Proteinen keine Konformationsänderungen 
induziert werden (Schlecht et al., 2011). Dementsprechend wird von einer direkten Beteili-
gung der α-Subdomäne an der Chaperon-Funktion von Hsp70 ausgegangen, obgleich der 
zugrundeliegende Mechanismus noch weitgehend unverstanden ist. 
Der NBD und SBD verknüpfende Bereich hydrophoben Charakters besteht - je nach be-
trachtetem Hsp70 - aus etwa einem Dutzend Aminosäuren (Vogel et al., 2006b; Aprile et 
al., 2013; Chiappori et al., 2016). Dieser Linker ist höchst flexibel und enthält ein Leucin-
reiches Strukturmotiv, welches innerhalb der HSP70-Familie besonders hoch konserviert 
ist. Er ist sowohl an der allosterischen Kommunikation zwischen den beiden Hsp70-
Domänen beteiligt, als auch in die Rekrutierung von Ko-Chaperonen der HSP40-Familie 
involviert (Swain et al., 2007; Kumar et al., 2011). Darüber hinaus ist er für Bildung von 
Hsp70-Polymeren essentiell (Aprile et al., 2013). Hierbei interagiert der Linker eines der 
beteiligten Hsp70-Chaperone mit der SBD eines weiteren Chaperons, wodurch nicht nur 
Dimere, sondern auch höhere Oligomere gebildet werden können.  
2.1.2 Molekularer Mechanismus der Bindung und Freisetzung von Substraten 
Zentrales Element der Chaperon-Funktion von Hsp70 ist die transiente Interaktion der 
SBD mit kurzen, hydrophoben Segmenten von Substraten (Mayer und Bukau, 2005). Diese 
wird durch den Wechsel der SBD zwischen einer offenen und einer geschlossenen 
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(Abbildung 2.2). Im Nukleotid-freien oder Adenosindiphosphat- (ADP-) gebundenen Zu-
stand liegt das Chaperon zumeist in einer gestreckten Konformation vor (Abbildung 2.2 
A): Der die NBD mit der SBD verknüpfende Linker ist gedehnt und gegenüber dem umge-
benden Milieu exponiert (Flaherty et al., 1990; Zhu et al., 1996). Die Nukleotidbindespalte 
der NBD ist geöffnet, der Deckel der SBD geschlossen und das Substrat im Substratbinde-
kanal fixiert. Im ATP-gebundenen Zustand hingegen ist die Konformation von Hsp70 für 
gewöhnlich kompakter (Abbildung 2.2 B): Der Linker ist gewinkelt und nur noch teilweise 
zugänglich (Kityk et al., 2012). Die Nukleotidbindespalte der NBD ist geschlossen, der 




Abbildung 2.2: Konformation von Hsp70 im ADP- und im ATP-gebundenen Zustand. Ist ADP gebun-
den (A), sind Nukleotidbindedomäne (NBD) und Substratbindedomäne (SBD) räumlich voneinander ge-
trennt, der verknüpfende Bereich (Linker) ist gestreckt. Die aus den Subdomänen I und II beziehungsweise 
deren Untereinheiten A und B gebildete Nukleotidbindespalte der NBD (grün) ist geöffnet. Die als Deckel 
der SBD fungierende α-Subdomäne (rot) ist über Wasserstoff- und Salzbrücken mit der β-Subdomäne (blau) 
verbunden, das Substrat (gelb) im Substratbindekanal fixiert. Infolge der Freisetzung von ADP und der Bin-
dung von ATP schließt sich die Nukleotidbindespalte der NBD, wodurch auf deren Oberfläche eine Binde-
stelle für den Linker generiert wird. Die Bindung desselben induziert Interaktionen beider Subdomänen der 
SBD mit verschiedenen Bereichen der NBD und damit die Freisetzung des Substrats sowie die Überführung 
des Chaperons in die ATP-gebundene Konformation (B). In diesem Zustand sind SBD und NBD miteinander 
assoziiert, ist der Deckel geöffnet und der Substratbindekanal liegt frei. Die Abbildung zeigt Bändermodelle 
von Hsp70, jeweils kombiniert mit Kalottenmodellen der gebundenen Nukleotide, sowie darunter schemati-
sche Zeichnungen der entsprechenden Konformationen. Nach Saibil, 2013; abgewandelt. 
 
Diese beiden Konformationen stellen jedoch lediglich Maximalzustände dar. So kann die 
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Konformation vorliegen (Shida et al., 2010). Ähnliches gilt für die SBD, die beispielsweise 
im Falle des bakteriellen DnaK im ATP-gebundenen Zustand nur bei etwa 60 % der Cha-
perone tatsächlich geöffnet ist (Vogel et al., 2006a). Darüber hinaus kann sich der Deckel 
der SBD auch in Abwesenheit von Nukleotiden öffnen oder schließen. Daher sind Hsp70-
Chaperone zur Bindung von Substraten nicht zwingend auf ATP angewiesen. Dieses ist 
vielmehr für den Chaperon-Zyklus von essentieller Bedeutung. 
In der ADP-gebunden oder Nukleotid-freien Konformation ist die Affinität von Hsp70 zu 
Substraten hoch, Bindung und Freisetzung derselben erfolgen langsam (Mayer und Bukau, 
2005). Im Falle der ATP-gebundenen Form ist die Substrataffinität hingegen gering, Bin-
dung und Freisetzung erfolgen jedoch schnell. Dementsprechend ist die ATP-Hydrolyse 
der die Geschwindigkeit der Substratumsetzung bestimmende Schritt. Die Bindung von 
Substraten stimuliert zwar die Hydrolyse, wodurch die Interaktion mit Substraten stabili-
siert wird, jedoch ist die generelle ATP-Hydrolyserate von Hsp70 gering. Daher verläuft 
der Übergang von der ATP- in die ADP-gebundene Konformationen sehr langsam. So er-
eignen sich im Falle von DnaK spontane Übergänge von der Nukleotid-freien oder der 
ADP-gebundenen in die ATP-gebundene Konformation nur etwa alle 16 Minuten (Vogel 
et al., 2006a). Der infolge spontaner ATP-Hydrolyse auftretende Übergang vom ATP- in 
den ADP-gebundenen Zustand hingegen benötigt bis zu 30 Minuten. Zur optimalen Funk-
tion sind Hsp70-Chaperone daher auf die Unterstützung von J-Proteinen und Nukleotid-
Austausch-Faktoren angewiesen (gemäß der englischen Bezeichnung "Nucleotide Exchan-
ge Factors" nachfolgend mit "NEFs" abgekürzt; vergleiche Abbildung 2.3).  
Die ATP-Hydrolyse wird durch Proteine einer heterogenen Familie von Ko-Chaperonen 
stimuliert, die als J-Proteine bezeichnet werden, aber auch unter dem Synonym Hsp40 be-
kannt sind (Kampinga und Craig, 2010). Charakteristisch für diese Proteine ist eine Kon-
sensussequenz von etwa 70 Aminosäuren Länge, die in Anlehnung an das von Escherichia 
coli exprimierte DnaJ als J-Domäne bezeichnete wird. Diese Domäne interagiert sowohl 
mit der NBD als auch mit dem Linker von Hsp70, wodurch die ATP-Hydrolyserate bis zu 
neunhundertfach beschleunigt werden kann (Pierpaoli et al., 1998). Zellen verfügen für 
gewöhnlich nur über einige wenige verschiedene Hsp70-Chaperone, jedoch eine Vielzahl 
unterschiedlicher J-Proteine (Kampinga und Craig, 2010). So sind im Falle von Homo sa-
piens dreizehn Vertreter der HSP70-Familie bekannt, aber 41 J-Proteine beschrieben. 
Hsp70-Chaperone sind generell nicht für bestimmte Proteinsubstrate spezifisch, sondern 
binden - je nach betrachtetem Vertreter der HSP70-Familie - hydrophobe Aminosäurese-
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Sequenzen können jedoch in allen Proteinen enthalten sein, weshalb Hsp70-Chaperone im 
Allgemeinen über ein sehr breites Substratspektrum verfügen (Rüdiger et al., 1997). Inte-
ressanterweise können einige J-Proteine nicht nur selbst Proteinsubstrate binden, sondern 
darüber hinaus auch das Substratspektrum von Hsp70 beeinflussen (Misselwitz et al., 
1998). Daher wird angenommen, dass die Substratspezifität einzelner Vertreter der Hsp70-
Familie tatsächlich primär durch die J-Proteine determiniert wird.  
Im Gegensatz zu J-Proteinen stimulieren NEFs die Freisetzung von ADP und verfügen 
nicht über eine charakteristische Domäne für die Interaktion mit Hsp70 (Kampinga und 
Craig, 2010; Bracher und Verghese, 2015). Bislang wurden vier Familien von NEFs identi-
fiziert, die strukturell nicht miteinander verwandt sind. NEFs interagieren grundsätzlich 
mit der NBD von Hsp70 und katalysieren den Nukleotidaustausch auf zum Teil unter-
schiedliche Weise, wodurch bis zu neunhundertfache Steigerungen der ADP-Dissozia-
tionsraten möglich sind (Gässler et al., 2001). Bei Bakterien sowie in den Kompartimenten 
eukaryotischer Zellen bakteriellen Ursprungs sind nur NEFs der GrpE-Familie vorhanden 
(Bracher und Verghese, 2015). Bei Eukaryoten sind in Zytosol und Endoplasmatischem 
Retikulum überdies NEFs der Bag- sowie HspBP1/Sil1- und Hsp110/Grp170-Familien 
vertreten. Die bakteriellen NEFs der GrpE- sowie die eukaryotischen NEFs der Bag-
Familie interagieren mit den IB- und IIB-Untereinheiten der NBD und initiieren dadurch 
ein Rotation der IIB-Untereinheit, welche die Nukleotidbindespalte öffnet (Sousa und La-
fer, 2006). NEFs der HspBP1/Sil1-Familie interagieren ebenfalls mit diesen beiden Unter-
einheiten, induzieren dabei aber eine laterale Verschiebung derselben. 
Die NEFs der Hsp110/Grp170-Familie dienen nicht nur der Beschleunigung der ADP-
Freisetzung durch Hsp70, sondern stellen vielmehr selbst Chaperone dar (Bracher und 
Verghese, 2015). Die Domänenarchitektur von Hsp110/Grp170-Proteinen ähnelt jener der 
Hsp70-Chaperone, weshalb diese ursprünglich der HSP70-Familie zugerechnet wurden. 
NEFs dieser Familie zeigen zwar ATPase-Aktivität, etablieren aber keinen Nukleotid-
abhängigen Chaperon-Zyklus. Darüber hinaus sind einige der Hsp110/Grp170-Proteine 
stressinduzierbar und können die Aggregation fehlgefalteter Proteine verhindern (Oh et al., 
1999). Daher wird derzeit davon ausgegangen, dass die Hauptfunktion dieser NEFs darin 
besteht, ungefaltete oder partiell denaturierte Substrate so lange zu stabilisieren, bis diese 
durch Hsp70-Chaperone prozessiert werden können.  
Die aus der Interaktion von J-Proteinen und NEFs mit Hsp70 resultierenden Konforma-
tionsänderungen und deren Auswirkungen auf Substrat-Interaktionen und Nukleotid-
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Hsp70-Chaperons DnaK mit J-Proteinen des DnaJ-Typs und NEFs der GrpE-Familie 
konnte jedoch bereits ein sogenanntes "kanonisches Ablaufmodell" etabliert werden (Ab-
bildung 2.3). Hierbei erfolgt die Initiation des Chaperon-Zyklus durch J-Proteine, welche 
fehlgefaltete Substrate binden und deren Aggregation verhindern (Kampinga und Craig, 
2010). Danach interagieren die J-Proteine mit Hsp70-Chaperonen in ATP-gebundener 
Konformation, übertragen die Substrate auf dieselben und stimulieren deren ATPase-
Aktivität. Der nachfolgende Austausch von ADP durch ATP hingegen wird durch NEFs 
stimuliert und resultiert in der Freisetzung der Substrate. Da die Zusammenarbeit von 
Hsp70 mit J-Proteinen und NEFs für eine schnelle Substratumsetzung erforderlich ist, be-




Abbildung 2.3: Ablauf des kanonischen Chaperon-Zyklus am Beispiel der Hsp70-Kernmaschinerie 
von Escherichia coli. Ein J-Protein (DnaJ, türkis) bindet ein ungefaltetes oder fehlgefaltetes Substrat mittels 
seiner Substratbindedomäne (SBD)  und ein ATP-gebundenes Hsp70-Chaperon (DnaK, rosa) mittels seiner 
J-Domäne . Dies ermöglicht eine schnelle, aber transiente Interaktion des Substrates mit dem Substratbin-
dekanal der SBD von Hsp70. Die folgende Stimulation der ATP-Hydrolyse durch J-Protein und Substrat 
initiiert den Übergang von Hsp70 aus der ATP- in die ADP-gebundene Konformation: Der Deckel schließt 
sich über dem Substratbindekanal, wodurch die Interaktion von Hsp70 und Substrat stabilisiert und das J-
Protein aus dem Komplex entlassen wird . Daraufhin kann Hsp70 von einem Nukleotid-Austausch-Faktor 
(NEF) gebunden werden, dessen Affinität für Hsp70-ADP höher ist, als die für Hsp70-ATP . Durch die 
Bindung des NEFs (GrpE, blau) wird eine Konformationsänderung der Nukleotidbindedomäne (NBD) von 
Hsp70 induziert, aus welcher die Dissoziation des Nukleotids resultiert . Infolgedessen bindet Hsp70 freies 
ATP  und geht in die entsprechende Konformation über, wobei NEF und Substrat freigesetzt werden . 
Kann das Substrat im Rahmen eines ersten Chaperon-Vorgangs nicht in die native Konformation überführt 
werden, können dessen exponierte hydrophobe Bereiche nach der Freisetzung erneut durch ein J-Protein 
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2.2 Humane Chaperone der HSP70-Familie 
Prokaryoten verfügen nur über eine sehr begrenzte Anzahl von Genen, die für Chaperone 
der HSP70-Familie kodieren. Beispielsweise exprimiert Escherichia coli nur drei Vertreter 
derselben (Genevaux et al., 2007). Bei Eukaryoten liegt die Anzahl der hsp70-Gene grund-
sätzlich deutlich höher (Daugaard et al., 2007; Kampinga et al., 2009). So verfügen etwa 
einzellige Fungi wie Saccharomyces cerevisiae über etwa acht und komplexere Mammalia 
wie Mus musculus über mindestens elf Hsp70-homologe Proteine. Im Falle des Genoms 
von Homo sapiens wird derzeit davon ausgegangen, dass dieses - exklusive diverser ver-
meintlicher Pseudogene - zumindest 13 Sequenzen enthält, welche die Expression vollum-
fänglich funktionsfähiger Hsp70-Chaperone ermöglichen (Brocchieri et al., 2008). Allge-
mein sind die für subzelluläre Kompartimente bakterieller Herkunft typischen Hsp70-
Chaperone eukaryotischer Zellen näher mit den bakteriellen Vertretern der HSP70-Familie 
verwandt, als mit den rein eukaryotischen Isoformen. Letzteres spiegelt sich unter anderem 




Abbildung 2.4: Vergleich der Domänenarchitektur humaner Hsp70-Chaperone. Wie alle Vertreter der 
HSP70-Familie weisen auch die humanen Hsp70-Homologe über flexible Linker verknüpften Nukleotidbin-
dedomänen (NBD) und Substratbindedomänen (SBD) sowie C-terminale variable Regionen auf. Bei über-
wiegend zytosolisch lokalisierten humanen Hsp70-Isoformen wie HSPA1A, HSPA1B, HSPA1L, HSPA2, 
HSPA6 und HSPA8 enthalten die Glycin-Prolin-reichen, variablen Regionen ein Glutaminsäure-Gluta-
minsäure-Valin-Asparaginsäure- (EEVD-) Strukturmotiv. Dieses ist für eukaryotische Hsp70-Proteine cha-
rakteristisch und in die Interaktion mit bestimmten Ko-Chaperonen sowie anderen HSPs involviert. Das 
EEVD-Motiv fehlt Isoformen, die für einzelne subzelluläre Kompartimente typischen sind. Diese weisen im 
Gegensatz zu den zytosolischen Varianten entsprechende Zielsteuerungssequenzen auf. So verfügt sowohl 
HSPA5, dessen Vorhandensein gemeinhin auf das Endoplasmatisches Retikulum begrenzt ist, als auch das 
mitochondriale HSPA9 über N-terminale Lokalisationssequenzen. HSPA5 besitzt darüber hinaus eine C-
terminale Retentionssequenz, welche die Freisetzung aus dem Endoplasmatische Retikulum verhindert. Die 
Abbildung zeigt eine vereinfachte, lineare Darstellung der genannten Domänen und Bereiche. Zusätzlich 
angegeben sind die Längen der Aminosäureketten (AS) sowie die prozentualen Sequenzübereinstimmungen 
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Obgleich der grundsätzliche Mechanismus der Substratumsetzung allen Chaperonen der 
HSP70-Familie gemein ist, können bei komplexeren Eukaryoten wie Homo sapiens die 
einzelnen Isoformen unterschiedliche subzelluläre Lokalisationsmuster aufweisen (Tabelle 
2.2). Darüber hinaus werden einige Hsp70-Homologe nur von Zellen bestimmter Gewebe 
oder nur unter besonderen Umständen exprimiert, etwa infolge von Stressexposition.  
 
Tabelle 2.2: Derzeit gebräuchliche Nomenklatur, ursprüngliche beziehungsweise alternative Bezeich-
nungen und bislang bekannte Lokalisation der von Homo sapiens exprimierten Chaperone der HSP70-
Familie. Nach Daugaard et al., 2007, Brocchieri et al., 2008 und Kampinga et al., 2009; abgewandelt.  
 
Gen Protein alternative Namen Lokalisation / Bemerkungen 
 
hspa1a HSPA1A Hsp70-1a, Hsp72, HspA1 Zytosol, Nukleus, Lysosomen; stressinduzierbar; 
 
hspa1b HSPA1B Hsp70-1b, Hsp72 Zytosol, Nukleus, Lysosomen; stressinduzierbar; 
 
hspa1l HSPA1L Hsp70-1t, Hsp70-hom Zytosol, Nukleus; 
 
hspa2 HSPA2 Hsp70-3, Hsp70-2 Zytosol, Nukleus; 
 
hspa5 HSPA5 BiP, Grp78, Mif2 Endoplasmatisches Retikulum; 
 
hspa6 HSPA6 Hsp70B, Hsp70-6 Zytosol, Nukleus; stressinduzierbar; 
 
hspa7 HSPA7 Hsp70-1 subzelluläre Lokalisation unbekannt; 
 
hspa8 HSPA8 Hsc70, Hsp73, Hsp70-8 Zytosol, Nukleus; 
 
hspa9 HSPA9 Grp75, mtHsp75, Mortalin Mitochondrien; 
 
hspa12a HSPA12A FLJ13874, KIAA0417 subzelluläre Lokalisation unbekannt; 
 
hspa12b HSPA12B RP23-32L15.1 subzelluläre Lokalisation unbekannt; 
 
hspa13 HSPA13 Stch Mikrosomen; 
 
hspa14 HSPA14 Hsp70-4, Hsp70L1 subzelluläre Lokalisation unbekannt; 
 
Eine signifikante Expression von HSPA1L ist bislang nur für die Testikel beschrieben, in 
anderen Geweben wird dieses Hsp70-Chaperon kaum synthetisiert (Daugaard et al., 2007; 
Kampinga et al., 2009). Ähnliches gilt für HSPA2, welches in vielen Geweben auf gerin-
gem, in Testikeln und Gehirn aber auf hohem Niveau konstitutiv exprimiert wird. Eine 
Deletion von hspa2 führt bei Mus musculus aufgrund massiver Apoptose von Keimzellen 
zu Sterilität der männlichen Tiere. Das Vorhandensein von HSPA5 ist grundsätzlich auf 
das Endoplasmatische Retikulum beschränkt, auch HSPA5 wird konstitutiv exprimiert. Da 
aus einer Deletion von hspa5 im Falle von Mus musculus eine letale Störung der Embryo-
genese resultiert, wird dieses Gen als essentiell eingestuft. HSPA6 wird nach derzeitigem 
Sachstand nur von einigen spezialisierten Zelltypen wie etwa Monozyten, dendritischen 
Zellen und natürlichen Killerzellen konstitutiv exprimiert. Von anderen Zelltypen wird 
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auch für das Genprodukt von hspa7 gelten. Letzteres wurde ursprünglich als Pseudogen 
eingestuft, ist aber wahrscheinlich tatsächlich exprimierbar und weist eine hspa6 sehr ähn-
liche Nukleotidsequenz auf (Leung et al., 1992; Brocchieri et al., 2008).  
Bei HSPA8 (nach der englischen Bezeichnung "Heat Shock Cognate 71 kDa Protein" 
nachfolgend "Hsc70" genannt) handelt es sich um das allgemeine "Haushalts-Hsp70" eu-
karyotischer Zellen. Hsc70 ist unter anderem an essentiellen Prozessen wie der parallel zur 
Translation erfolgenden Faltung von Proteinen sowie der Translokation von Proteinen über 
intrazelluläre Membranen beteiligt. Eine Deletion von hspa8 ist bei Mus musculus nicht 
möglich. Demgegenüber wird HSPA9 als mitochondriales "Haushalts-Hsp70" betrachtet, 
da es eine entsprechende Zielsequenz aufweist und innerhalb der Mitochondrien etwa an 
der parallel zum Import erfolgenden Faltung anderer Proteinen beteiligt ist (Daugaard et 
al., 2007). Zumindest bei immortalisierten humanen Zellen ist HSPA9 jedoch auch im 
Endoplasmatischen Retikulum und im Zytosol vorhanden (Ran et al., 2000).  
HSPA12A, HSPA12B, HSPA13 und HSPA14 sind bislang nur oberflächlich charakteri-
siert. Von HSPA13 wird angenommen, dass es sich um ein für Mikrosomen spezifisches 
Hsp70 handeln könnte (Kampinga et al., 2009). Von HSPA12A, HSPA12B und HSPA14 
ist praktisch nur bekannt, dass diese von humanen Zellen exprimiert werden können und 
von einigen Tumorzelltypen verstärkt synthetisiert werden (Yang et al., 2015). 
2.3 Die stressinduzierbaren Hsp70-Chaperone HSPA1A und HSPA1B 
Die bestuntersuchten humanen Vertreter der HSP70-Familie sind die stressinduzierbaren 
Isoformen HSPA1A und HSPA1B. Die für diese beiden Chaperone kodierenden Gene sind 
in einem Abstand von etwa 11.000 Basenpaaren auf dem kurzen Arm von Chromosom 
sechs lokalisiert und enthalten keine Introns (Wu et al., 1985; Milner und Campbell, 1990). 
Die Nukleotidsequenzen von hspa1a und hspa1b unterscheiden sich nur sehr geringfügig. 
Daher sind die Genprodukte mit Ausnahme von zwei Aminosäuren identisch und werden 
als funktionell redundant betrachtet (Kampinga et al., 2009). Eine Deletion beider Gene 
führt bei Mus musculus lediglich zu einer allgemein verminderten Stresstoleranz, die Tiere 
sind jedoch überlebensfähig und fertil (Daugaard et al., 2007).  
Die Promotor-Regionen von hspa1a und hspa1b enthalten sowohl Bindestellen für allge-
meine Transkriptionsfaktoren, als auch sogenannte Hitzeschockelemente (Wu et al., 1986; 
Greene et al., 1987; Williams und Morimoto, 1990). Letztere ermöglichen die Regulation 
der stressinduzierten Expression durch Hitzeschockfaktoren (HSFs). Daher können hspa1a 
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ziert exprimiert werden. Darüber hinaus weisen nicht nur die Promotor-Regionen von 
hspa1a und hspa1b, sondern auch die untranslatierten Bereiche der jeweiligen Boten-
Ribonukleinsäuren (in Anlehnung an die englischen Bezeichnung "Messenger Ribonucleic 
Acid" nachfolgend mit "mRNS" abgekürzt) einige Unterschiede auf (Smith et al., 2007). 
Dementsprechend sind nicht nur eine parallele beziehungsweise gleichzeitige, sondern 
auch eine differentielle Expression von hspa1a und hspa1b möglich. 
2.3.1 Expression von Hsp70 bei gesunden humanen und murinen Zellen 
Eine Expression von HSPA1A und HSPA1B (nachfolgend, sofern nicht explizit anders 
beschrieben, zusammenfassend als "Hsp70" bezeichnet) unter physiologischen Bedingun-
gen ist bislang nur für bestimmten Gewebe oder einzelne Zelltypen beschrieben  (Scieg-
linska et al., 2011). So konnte bei pathologisch unauffälligen humanen Geweben eine kon-
stitutive Expression von Hsp70 beispielsweise bei Proben von Niere, Nebenniere, Harnbla-
se, Prostata, Brust, Bronchien, Herz, Oesophagus und Haut nachgewiesen werden, welche 
zum Teil auf bestimmte Zelltypen beschränkt war. Bei entsprechenden Proben von Groß- 
und Kleinhirn, Magen, Leber, Milz, Lymphknoten, Schilddrüse, Testikeln, Dick- und 
Dünndarm sowie Skelettmuskulatur war Hsp70 hingegen nicht nachweisbar. Darüber hin-
aus wurde am Beispiel diverser humaner Zelllinien und unter Verwendung von Mus mus-
culus als Modellorganismus eine verstärkte Expression von Hsp70 nicht nur in der unmit-
telbar auf die Zellteilung erfolgenden Wachstums- (G1-) Periode, sondern auch in der Syn-
these- (S-) Phase des Zellzyklus demonstriert (Imperiale et al., 1984; Wu und Morimoto, 
1985; Milarski und Morimoto, 1986; Taira et al., 1997). Daher wird davon ausgegangen, 
dass die Expression von Hsp70 unter physiologischen Bedingungen auf bestimmte Zellty-
pen beziehungsweise Phasen des Zellzyklus beschränkt ist (Daugaard et al., 2007). Auch 
im Falle der subzellulären Lokalisationsmuster von Hsp70 wird eine vom Zelltyp abhängi-
ge Verteilung vermutet. So wurde beispielsweise anhand von Gewebeproben demonstriert, 
dass Hsp70 innerhalb epithelialer Zellen von Haut, Bronchien und Oesophagus überwie-
gend gleichmäßige verteilt ist (Scieglinska et al., 2011). Bei Zellen von Nebenniere, Harn-
blase und Prostata hingegen akkumuliert Hsp70 innerhalb der Zellkerne. 
Im Gegensatz zur basalen wird die stressinduzierte Steigerung der Hsp70-Expression als 
integraler Bestandteil der Stressantwort humaner Zellen betrachtet (Lindquist, 1986; Lind-
quist und Craig, 1988; Multhoff, 2007; Zorzi und Bonvini, 2011). Diese wird im Allge-
meinen durch oxidativen Stress initiiert, weshalb die ursächlichen Stressfaktoren vielfältig 




Seite 18 von 190 
nur als Reaktion auf Temperaturschwankungen, sondern auch infolge von Schwermetall-, 
Strahlungs-, Chemikalien- oder Pharmazeutika-Exposition (Lindquist und Craig, 1988; 
Gehrmann et al., 2002; Gehrmann et al., 2004; Calderwood et al., 2006). Letzteres konnte 
im Falle von thermischem und osmotischem Stress etwa bei primären humanen Keratino-
zyten demonstriert werden (Garmyn et al., 2001). Darüber hinaus wurde bei Leukozyten 
gesunder humaner Probanden eine vom Zelltyp abhängige Intensivierung der Hsp70-
Expression infolge einer Ganzkörperhyperthermie-Behandlung gezeigt (Oehler et al., 
2001). Demgegenüber wurde bei Primärkulturen muriner Nervenzellen beobachtet, dass 
Motoneurone im Gegensatz zu Gliazellen trotz Exposition gegenüber thermischem Stress 
keine Hsp70-Stressantwort initiierten (Brown und Rush, 1999; Batulan et al., 2003). Daher 
wird davon ausgegangen, dass sowohl die Fähigkeit zur stressinduzierten Steigerung der 
Expression, als auch die Intensität der Hsp70-Stressantwort vom Zelltyp abhängig sind.  
2.3.2 Expressionsmuster von Hsp70 bei humanen Tumorzellen 
Im Gegensatz zu gesunden humanen Zellen weisen nicht nur Tumorzellen, sondern auch 
von Viren befallene Zellen grundsätzlich bereits unter physiologischen Bedingungen eine 
erhöhte Expression von Hsp70 auf (DeNagel und Pierce, 1992, 1992; Ciocca und Calder-
wood, 2005; Calderwood et al., 2006). Im Falle der Tumorzellen resultiert dies einerseits 
aus dem Umstand, dass diese aufgrund ihres unkontrollierten Wachstums ständig mit ex-
ternen Stressfaktoren wie Hypoxie, Azidose, Nährstoff- oder Metabolitenmangel konfron-
tiert sind (Taddei et al., 2013). Des Weiteren müssen entdifferenzierte Tumorzellen und 
virusinfizierte Zellen interne Stressfaktoren ausgleichen. Hierzu zählen neben deregulierte 
Signalwege auch mutations- beziehungsweise infektionsbedingt akkumulierende fehlgefal-
tete respektive virale Proteine (Jindal und Young, 1992; Luo et al., 2009). Darüber hinaus 
kann Hsp70 mit Apoptose-relevanten Signalkaskaden interferieren. 
Durch Hsp70 können sowohl intrinsisch initiierte als auch extrinsisch induzierte Apopto-
sewege blockiert werden (Murphy, 2013). Beispielsweise interagiert Hsp70 mit Regula-
torproteinen der B-Zell-Lymphom-Zwei-Familie oder mit Rezeptoren der Todesrezeptor-
Familie (gemäß der englischen Bezeichnungen "B-Cell Lymphoma Two" sowie "Death 
Receptor" nachfolgend mit "Bcl-2" beziehungsweise "DR" abgekürzt). Im Falle der Bin-
dung des proapoptotischen Bcl-2-assoziierten Proteins X (BAX) wird dessen Translokation 
in die Mitochondrien verhindert und dadurch etwa die durch BAX induzierte Freisetzung 
von Zytochromen des C-Typs unterbunden. Durch Bindung bestimmter DRs hingegen 
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Allgemein wird Hsp70 eine besondere Bedeutung für die Homöostase von Tumorzellen 
zugeschrieben, zumal eine dauerhafte Reduzierung des basalen Expressionsniveaus bei 
vielen Tumorzelllinien letal wirkt. Letzteres wurde etwa am Beispiel der permanenten 
Mammakarzinom-Zelllinien MDA-MB468, SKBR3, BT549 und MCF7 demonstriert (Ny-
landsted et al., 2000). Bei diesen bewirkte bereits eine unvollständige Depletion von 
Hsp70 mittels transfizierter Antisense-Ribonukleinsäuren eine Reduzierung der Zellviabili-
tät um bis zu 60 %. Eine dauerhafte Depletion hingegen, realisiert etwa mittels adenovira-
ler Expressionssysteme, reduzierte die Zellviabilität innerhalb weniger Tage um 70 bis 100 
%. Ähnliches wurde bei permanenten und primären Mundhöhlen-Plattenepithelkarzinom-
Zelllinien beobachtet (Kaur und Ralhan, 2000; Nylandsted et al., 2000). Auch bei diesen 
führte die Depletion von Hsp70 mittels Ribonukleinsäure-Interferenz zur Reduzierung von 
Zellviabilität und Zellproliferation. Darüber hinaus wurde festgestellt, dass letztgenannte 
Auswirkungen vor allem Zellen in der S-Phase des Zellzyklus betreffen.  
Interessanterweise kann eine erzwungene Steigerung der Expression von Hsp70 ebenfalls 
negative Effekte nach sich ziehen. Letzteres wurde etwa anhand von immortalisierten Jur-
kat-T-Zellen demonstriert, die Hsp70 aufgrund einer stabilen Transfektion mit Vektoren, 
welche die entsprechenden Gene enthielten, konstitutiv überexprimierten (Liossis et al., 
1997). Diese Zellen zeigten zwar eine erhöhte Stresstoleranz gegenüber thermischem 
Stress, waren zugleich aber anfälliger für durch T-Zell-Antigen-Rezeptoren vermittelte 
oder durch Tumornekrosefaktor-Rezeptoren induzierte Apoptose. Ähnliches wurde auch 
bei Hela-Zervixkarzinom-Zellen und immortalisierten, ursprünglich gesunden embryona-
len Nierenzellen der Zelllinie HEK293 beobachtet (Ran et al., 2004).  
HeLa- und HEK293-Zellen reagieren unter physiologischen Bedingungen im Allgemeinen 
nicht auf Tumornekrosefaktoren (TNFs). Im Falle einer durch stabile Transfektion er-
zwungenen oder einer durch einen Hitzeschock induzierten Überexpression von Hsp70 
lässt sich jedoch bei beiden Zelllinien Apoptose durch Zugabe rekombinanter TNFs indu-
zieren. Dies konnte darauf zurückgeführt werden, dass Hsp70 durch Bindung der Gamma-
Untereinheit des I-Kappa-B-Kinase- (IKK-) Komplexes mit der IKK-abhängigen Aktivie-
rung des nukleären Transkriptionsfaktors Kappa-B (NF-ΚB) interferiert. Hierdurch wird 
einerseits die durch TNFs induzierte Expression antiapoptotischer Proteine reduziert. An-
dererseits wird aber die TNF-abhängige Aktivierung der apoptotischen Caspase-
Signalkaskade nicht wesentlich beeinflusst. Daher können Zellen, die Hsp70 dauerhaft 
überexprimieren, bei Exposition gegenüber TNFs die durch Caspasen vermittelte Apoptose 
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Ebenso vielfältig wie die Auswirkungen, die durch Interaktionen von Hsp70 mit bestimm-
ten Proteinen ausgelöst werden können, sind die basalen Hsp70-Expressionsniveaus unter-
schiedlicher Tumorzelltypen ausgeprägt. So exprimieren MCF7-Mammakarzinom-Zellen 
unter physiologischen Bedingungen nur etwa ein Drittel der Hsp70-Menge, die von HeLa-
Zervixkarzinom-Zellen synthetisiert wird (Rohde et al., 2005). Darüber hinaus erfolgt die 
Transkription der Gene hspa1a und hspa1b nicht zwangsläufig gleichmäßig. So liegt das 
basale Transkriptionsniveau von hspa1a bei Hela- und MCF7-Zellen um etwa 330 % über 
dem vom hspa1b, während LoVo36-Kolonkarzinom-Zellen die Chaperone praktisch aus-
schließlich über hspa1b transkribieren. Vergleichbares wurde bei 253JBV- und UMUC13-
Harnblasenlymphom- sowie SW780- und UMUC10-Harnblasenübergangsepithelkarzinom 
-Zellen beobachtet (Qi et al., 2013b): Obgleich letztere Tumorzelllinien ähnliche basale 
Hsp70-Expressionsniveaus aufweisen, transkribieren 253JBV- und SW780-Zellen beide 
hsp70-Gene gleichmäßig, UMUC10- und UMUC-13-Zellen hingegen nur hspa1b. Dies 
konnte darauf zurückgeführt werden, dass die hspa1a-Promotoren im Falle der UMUC10- 
und UMUC-13-Zellen in methylierter Form vorliegen.  
Ähnlich wie die basalen können auch die stressinduzierten Hsp70-Expressionsmuster ein-
zelner Tumorzelllinien differieren. Beispielsweise steigern sowohl HeLa-Zervixkarzinom- 
als auch T98G-Glioblastom-Zellen die Transkription der hsp70-Gene infolge eines Hitze-
schocks einer Intensität von 42 °C und einer Dauer von 30 Minuten etwa um das Zwanzig-
fache (Mathur et al., 1994). Y79-Retinoblastom-Zellen hingegen sind unter vergleichbaren 
Bedingungen nur zu einer siebenfachen Transkriptionssteigerung fähig. Die hierbei zu-
grundeliegenden Mechanismen sind bislang nicht im Detail bekannt. Allerdings ergaben 
sich im Falle der Y79-Zellen zumindest Hinweise darauf, dass bei diesen die Hitzescho-
ckelemente innerhalb der Promotor-Regionen der hsp70-Gene für den Hitzeschock-
Transkriptionsfaktor HSF1 blockiert sind (Mathur et al., 1994). Für andere Transkriptions-
faktoren könnten diese jedoch zugänglich sein. Darüber hinaus wurde am Beispiel von 
HeLa- und HEK293-Zellen gezeigt, dass bei diesen die Intensität der Hsp70-Expression 
von der Stabilität der entsprechenden mRNAs abhängt (Theodorakis und Morimoto, 1987). 
So wurden bei ungestressten Zellen dieser Zelllinien Halbwertszeiten der jeweiligen 
hsp70-mRNAs von bis zu 50 Minuten festgestellt, nach einem Hitzeschock aber von meh-
reren Stunden (Theodorakis und Morimoto, 1987).  
Derzeit wird vermutet, dass die Intensität der basalen Hsp70-Expression Tumorzelltyp-
spezifisch sein könnte. Allerdings zeigten bislang verfügbare klinische Studien bezüglich 
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einheitlichen Zusammenhang (Ciocca und Calderwood, 2005; Calderwood et al., 2006; Qi 
et al., 2013a). Jedoch mehren sich die Hinweise, dass für eine belastbare Behandlungs-
prognose die Betrachtung basaler oder stressinduzierter Hsp70-Expressionsniveaus allein 
nicht ausreichend ist. Vielmehr scheinen - abgesehen von der entsprechenden Therapie-
form - auch die jeweiligen extra- und subzellulären Lokalisationsmuster der Chaperone 
bedeutsame Faktoren zu sein (Ramp et al., 2007; Cai et al., 2012a; Nadin et al., 2014).  
2.3.3 Subzelluläre Lokalisation von Hsp70 bei humanen Tumorzellen 
Analog zu gesunden Zellen können bei Tumorzellen im Falle von Hsp70 drei wesentliche 
subzelluläre Lokalisationsmuster unterschieden werden: Die Chaperone können größten-
teils zytosolisch lokalisiert, überwiegend im Zellkern enthalten oder innerhalb der Zellen 
weitgehend gleichmäßig verteilt sein. So ist Hsp70 beispielsweise innerhalb von MCF7-
Zellen unter physiologischen Bedingungen nahezu gleichmäßig verteilt (Barnes et al., 
2001). Bei diesen Zellen ist der Anteil des zytosolischen Hsp70 nur geringfügig höher, als 
jener der nukleär lokalisierten Chaperone. Bei ungestressten HeLa-Zellen ist Hsp70 hinge-
gen praktisch ausschließlich zytosolisch lokalisiert (Kotoglou et al., 2009).  
Interessanterweise können die subzellulären Lokalisationsmuster von Hsp70 auch zwi-
schen ungestressten und gestressten Tumorzellen variieren. So wurde etwa am Beispiel 
von HeLa-Zellen demonstriert, dass die Chaperone nach Stressexposition in den Zellker-
nen und innerhalb derselben in den Nukleoli akkumulieren (Zeng et al., 2004; Kotoglou et 
al., 2009). Bei HeLa-Zellen ändert sich die Distribution von Hsp70 stressinduziert so ext-
rem, dass etwa 90 Minuten nach einem Hitzeschock einer Intensität von 43,5 °C und einer 
Dauer von gleichfalls 90 Minuten der überwiegende Anteil der Chaperone nicht mehr im 
Zytosol, sondern in den Zellkernen enthalten ist (Abbildung 2.5 A).  
Der Letzterem zugrundeliegende Translokalisationsmechanismus ist noch nicht im Detail 
bekannt. Jedoch konnte festgestellt werden, dass die Akkumulation von Hsp70 in Zellker-
nen sowohl durch einen verstärkten Import, als auch durch eine Reduzierung des Exports 
der Chaperone bewerkstelligt wird (Zeng et al., 2004). Darüber hinaus konnte gezeigt wer-
den, dass der nukleäre Import von Chaperonen der HSP70-Familie im Allgemeinen nicht 
von den regulären Importin-Transportproteinen abhängig ist (Imamoto und Kose, 2012). 
Vielmehr wird unter Stressbedingungen eine Bindung von Hsp70-Proteinen an Transporter 
des Hikeshi-Typs etwa durch Ko-Chaperonen der HSP110-Familie induziert. Die Hikeshi-
Transporter vermitteln dann die Translokation durch die Kernporenkomplexe. Innerhalb 
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ihre Hauptaufgaben im Zusammenwirken mit weiteren Chaperonen und Ko-Chaperonen. 
Diese bestehen im Wesentlichen darin, unter Stressbedingungen andere Proteine vor Fehl-
faltungen zu schützen, deren Aggregation zu unterbinden und bereits vorhandene Protein-
aggregate aufzulösen (Mosser und Morimoto, 2004; Nillegoda et al., 2015). Darüber hin-
aus interagiert Hsp70 innerhalb der Zellkerne mit verschiedenen Desoxyribonukleinsäure- 
(DNS-) Reparaturenzymen (Kotoglou et al., 2009). Somit sind die Chaperone direkt oder 
indirekt an Mechanismen beteiligt, die dem Schutz oder der Widerherstellung der Integrität 




Abbildung 2.5: Lokalisation von Hsp70 bei humanen HeLa-Zervixkarzinom- und murinen 4T1-
Mammakarzinom-Zellen. (A) Subzelluläre Lokalisation von Hsp70 bei ungestressten (37 °C) und gestress-
ten (43,5 °C, 90 Minuten, 90 Minuten Erholungszeit bei 37 °C) HeLa-Zellen. Hsp70 (grün) sowie das in die 
Reparatur von Nukleinsäuren involvierte Enzym Poly-ADP-Ribose-Polymerase-Eins (PARP-1; rot) wurden 
nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen indirekt immunfluoreszenzmarkiert. Maßstab: 10 µm. Nach 
Kotoglou et al., 2009; abgewandelt. (B) Lokalisation des auf den extraplasmatischen Seiten den Plasma-
membranen exponierten Hsp70 bei ungestressten (37 °C) 4T1-Zellen. Hierbei wurde Hsp70 mittels Fluoroch-
rom-gekoppelter Antikörper oder Peptide markiert. Der genutzte monoklonale Antikörper (cmHsp70.1; grün) 
ist für Hsp70 in Form integraler Membranproteine spezifisch. Das Peptid (gemäß der von den Autoren ver-
wendeten englischen Bezeichnung "Tumor Cell-penetrating Peptide-based Probe" mit "TPP" abgekürzt; 
grün) interagiert mit dem Bereich des Linkers, der für die Dimerisierung der Chaperone essentiell ist. Ver-
mutlich wurden die Zellen zunächst mit Antikörpern beziehungsweise Peptiden behandelt, im Anschluss 
fixiert und nach Markierung der Desoxyribonukleinsäuren mit 4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, blau) 
analysiert. Zum Maßstab wurden keine Angaben gemacht. Nach Gehrmann et al., 2014; abgewandelt. 
 
Bemerkenswert bei Chaperonen der HSP70-Familie ist weiterhin, dass es sich bei diesen 
nicht zwangsläufig um soluble Proteine handelt. So wurde bei murinen und humanen, ge-
sunden wie auch Tumorzellen sowie bei von diesen abstammenden Zelllinien beobachtet, 
dass diverse Vertreter der HSP70-Familie eine gewisse Tendenz zur Assoziation mit unter-
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al., 1999; Broquet et al., 2003). Ein Grund hierfür ist die Tatsache, dass diese Chaperone 
zur direkten Interaktion mit Lipiden fähig sind (Mamelak et al., 2001). Der zugrundelie-
gende Mechanismus ist derzeit Gegenstand intensiver Forschung, jedoch konnten bereits 
einige Schlüsselkomponenten identifiziert werden. So wurden etwa mittels unilamellarer 
Liposomen demonstriert, dass für Intensität und Ausprägung der Interaktion die Lipid-
komposition der Liposomen eine wesentliche Rolle spielt. Gemeinhin werden von Hsp70-
Chaperonen negativ geladene Phospholipide wie etwa Cardiolipin, Bismonoacylglycero-
phosphat und Phosphatidylserin (PS) als Interaktionspartner bevorzugt (Armijo et al., 
2014; Mahalka et al., 2014). Auch wird davon ausgegangen, dass nicht nur die NBD, son-
dern auch die SBD in die Hsp70-Lipid-Interaktionen involviert sind.  
Interessanterweise kann es infolge der Interaktion von Hsp70-Chaperonen mit Membranen 
zu einem Übergang von peripherem zu integralem Hsp70 kommen. Letzteres wurde etwa 
anhand von PS-Liposomen und rekombinantem Hsp70 demonstriert (Armijo et al., 2014, 
2014). Hierbei erwies sich die NBD von Hsp70 als in die Membranen inseriert, die SBD 
aber als teilweise auf den extraluminalen Seiten der Liposomen exponiert. Darüber hinaus 
wurde gezeigt, dass integrale Hsp70-Moleküle oligomerisieren und Ionenkanäle bilden 
können (Vega et al., 2008). Allderdings wurde etwa im Falle von Cardiolipin-Liposomen 
eine Verminderung der Hsp70-Lipid-Interaktionen in Anwesenheit von Nukleotiden beo-
bachtet (McCallister et al., 2015). Daher wird angenommen, dass die Interaktion bezie-
hungsweise die Insertion nicht nur von der Konformation der Chaperone, sondern auch 
von den physikalisch-chemischen Eigenschaften der jeweiligen Interaktionspartner beein-
flusst wird. Unklar ist indes, ob es sich bei der Insertion von Hsp70 in Membranen um ei-
nen generellen Mechanismus handelt. Dementsprechend ist davon auszugehen, dass die 
Chaperone der HSP70-Familie grundsätzlich sowohl als periphere als auch in Form integ-
raler Membranproteine vorliegen können (Armijo et al., 2014; Mahalka et al., 2014). 
2.3.4 Extrazelluläres Hsp70 bei humanen Tumorzellen 
Derzeit wird dem integralen Hsp70 besondere Aufmerksamkeit gewidmet. Dies ist einer-
seits darauf zurückzuführen, dass Hsp70 in Form integraler Plasmamembranproteine für 
Tumorzellen spezifisch zu sein scheint (Multhoff et al., 1995; Multhoff und Hightower, 
2011). Letzteres wurde nicht nur am Beispiel von Zelllinien demonstriert (vergleiche Ab-
bildung 2.5 B), sondern auch anhand von Biopsie-Proben verschiedenster humaner Tumore 
und korrespondierender gesunder Gewebe bestätigt (Hantschel et al., 2000; Multhoff, 
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jedoch auf den Plasmamembranen von gesunden Zellen nachgewiesen werden. Hsp70 ist 
bei Tumorzellen jedoch nicht nur auf den extraplasmatischen Plasmamembranseiten expo-
niert, sondern kann von diesen auch in freier Form sekretiert werden. Die Externalisierung 
von solublem Hsp70 erfolgt durch bislang nur ansatzweise charakterisierte, unkonventio-
nelle Sekretionswege. So wird vermutet, dass Hsp70 durch ABC-Transporter in endolyso-
somale Kompartimente überführt und mittels sekretorischer Lysosomen externalisiert wer-
den könnte (Mambula und Calderwood, 2006). Auch eine parallele transversale Diffusion 
von integralem Hsp70 und PS von der zytosolischen auf die extraplasmatische Seite der 
Plasmamembran wird für möglich erachtet (Vega et al., 2008).  
Neben der direkten Freisetzung von solublem Hsp70 können Tumorzellen die Chaperone 
auch in oder auf extrazellulären Vesikeln (EVs) indirekt externalisieren, wobei sich zwei 
Grundtypen von EVs unterscheiden lassen (de Maio, 2011; Lee et al., 2011; Di Vizio et 
al., 2012; Raposo und Stoorvogel, 2013). Einerseits können durch Verschmelzung multi-
vesikulärer, später Endosomen mit der Plasmamembran sogenannte Exosomen sekretiert 
werden. Diese erreichen Durchmesser von bis zu 100 Nanometern (in Anlehnung an die 
englische Bezeichnung "Tumor-derived Microvesicles" nachfolgend "TMVs" genannt). 
Andererseits können Tumorzellen durch Abschnürung von Bereichen der Plasmamembran 
EVs mit Durchmessern zwischen einem und zehn Mikrometern freisetzten. Diese werden 
unter anderem als Ektosomen, Membranpartikel oder Gigantvesikel bezeichnet (gemäß der 
englischen Bezeichnung "Shedding Vesicles" nachfolgend mit "SVs" abgekürzt). 
Exosomen beziehungsweise TMVs werden vermutlich von allen Zellen respektive Tumor-
zellen sekretiert. Diese können neben diversen Proteinen auch unterschiedliche Typen von 
Ribonukleinsäuren (RNS) sowie einzel- oder doppelsträngige DNS enthalten (Minciacchi 
et al., 2015a). Ebenso vielfältig wie die biochemischen Kompositionen sind die möglichen 
Funktionen dieser kleinen EVs. So wurde die Sekretion von Exosomen beispielsweise mit 
intrazellulärer Kommunikation, dem Materialaustausch zwischen Zellen, dem Export über-
flüssiger Proteine oder der Präsentation von Antigenen in Verbindung gebracht (Beach et 
al., 2014). Im Falle der von Tumorzellen sekretierten TMVs kann Hsp70 nicht nur im Lu-
men derselben, sondern auch in deren Membranen enthalten sein (Gastpar et al., 2005).  
Im Gegensatz zur Sekretion von Exosomen beziehungsweise TMVs ist derzeit noch un-
klar, ob es sich bei der Abschnürung von SVs um ein generelles Phänomen handelt, oder 
ob nur bestimmte Typen von gesunden sowie von Tumorzellen hierzu in der Lage sind. 
Gemeinhin wird die Bildung großer SVs mit Durchmessern von bis zu zehn Mikrometern 
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Abschnürung solcher großen SVs wurde beispielsweise bei 252J-Harnblasenkarzinom-, 
LNCAP-Prostatakarzinom- sowie U87-Glioblastom-Zellen und bei auf Metastasen von 
Prostata-Tumoren zurückzuführenden Zelllinien wie etwa PC3 und DU145 beobachtet. 
Deren als große Onkosomen bezeichnete SVs enthalten neben RNA, DNA und Metallo-
proteinasen insbesondere Proteine, die in Signaltransduktion, RNA-Prozessierung, Meta-
bolismus, Wachstum und Motilität involviert sind (Di Vizio et al., 2009). Darüber hinaus 
wurde demonstriert, dass große Onkosomen gegenüber Gelatine proteolytische Aktivität 
entfalten und die Migration invasiver Tumorzellen erleichtern können (Di Vizio et al., 
2012). Unter Berücksichtigung von an Mus musculus gewonnen Erkenntnissen wurde da-
her ein Funktionsmodell etabliert, welches mögliche Auswirkungen der Abschnürung die-
ser großen SVs beschreibt. Demselben entsprechend wird durch die Freisetzung von Onko-
somen eine Auflösung von Elementen der extrazellulären Matrix sowie eine Auflockerung 
endothelialer Zell-Zell-Verbindungen induziert. Hierdurch wird einerseits der Übergang 
invasiver Tumorzellen in Gefäße erleichtert. Andererseits wird aber auch der umgekehrte 
Weg ermöglicht und dadurch die Metastasierung gefördert (Di Vizio et al., 2012).  
Interessanterweise können sowohl freies als auch vesikuläres Hsp70 Effekte auslösen, die 
sich negativ auf Proliferation und Viabilität von Tumorzellen auswirken können (de Maio, 
2011). So wurde beispielsweise mittels rekombinantem Hsp70 und der aus CX2-Kolon-
adenokarzinom-Zellen generierten Subzelllinien CX- demonstriert, dass die solublen Cha-
perone auf den Zelloberflächen mit PS interagieren können (Schilling et al., 2009). Darü-
ber hinaus wurden hierbei eine von der Hsp70-Konzentration abhängige Reduzierung der 
Zellviabilität sowie eine Steigerung der Radiosensitivität festgestellt.  
Abgesehen von letztgenannten Auswirkungen können extrazelluläre soluble Chaperone der 
HSP70-Familie auch immunstimulatorische Effekte induzieren (Juhasz et al., 2013). Letz-
teres konnte unter anderem anhand von aus humanen Tumorzellen extrahierten Komplexen 
von Hsp70 oder Hsc70 und Peptiden sowohl an Zellkultur- als auch an Mausmodellen de-
monstriert werden (Udono und Srivastava, 1993; Noessner et al., 2002). Weiterhin wurde 
festgestellt, dass Hsp70-Peptid-Komplexe durch professionelle antigenpräsentierende Zel-
len über rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen und prozessiert werden (Arnold-
Schild et al., 1999). Die resultierenden antigenen Peptide werden dann auf Haupthisto-
kompatibilitätskomplexen der Klasse I kreuzpräsentiert, was eine adaptive, tumorspezifi-
sche Immunreaktion zytotoxischer T-Zellen induziert (Schild et al., 1999).  
Auch TMV-abhängig exportiertes Hsp70 kann Reaktionen zellulärer Komponenten des 
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TMVs, deren Membranen integrales Hsp70 enthalten, zur Sekretion von TNF-α anregen 
(Vega et al., 2008). Natürliche Killerzellen hingegen reagieren auf derartige TMVs mit 
einer verstärkten migratorischen und einer gesteigerten zytolytischen Aktivität gegenüber 
den Tumorzellen, welche die TMVs ursprünglich freisetzten (Gastpar et al., 2005). Aller-
dings können durch TMVs nicht nur immunstimulatorische Effekte induziert, sondern auch 
immunsuppressive Reaktionen ausgelöst werden (Zhang und Grizzle, 2011). Beispielswei-
se werden von bestimmten Tumorzelltypen TMVs freigesetzt, auf deren Oberflächen Pro-
teine wie etwa Fas-Liganden (FasL) oder mit Tumornekrosefaktoren verwandte und Apop-
tose induzierende Liganden (TRAIL) vorhanden sind. Unter anderem am Beispiel von 
TMVs sowie von T-Zellen, die aus Blutproben von Patientinnen mit Ovarialkarzinomen 
isoliert worden waren, konnte demonstriert werden, dass derartige TMVs bei aktivierten T-
Zellen Apoptose induzieren können (Kim et al., 2005). 
Demgegenüber ist nach aktuellem Sachstand nicht bekannt, ob auch SVs immunmodulato-
rische Wirkungen entfalten können. Ebenso ist unklar, welche allgemeine funktionelle Re-
levanz peripherem Hsp70 zukommen könnte. Darüber hinaus wurden SVs wie die großen 
Onkosomen bezüglich ihres Gehalts von peripherem beziehungsweise integralem Hsp70 
bislang nicht charakterisiert. Zumindest von peripherem Hsp70 wird aber angenommen, 
dass dieses in den Membranen von SVs enthalten sein könnte (Vega et al., 2008).  
2.4 Problemstellung und Zielsetzung des Dissertationsprojekts 
Die meisten gesunden Zellen exprimieren hspa1a und hspa1b nur unter bestimmten Be-
dingungen und auf niedrigem Niveau. Die Promotor-Regionen beider Gene sowie die un-
translatierten Bereiche der jeweiligen mRNS weisen Unterschiede auf, die Aminosäure-
sequenzen der Genprodukte hingegen sind nahezu identisch. Daher werden die Chaperone 
HSPA1A und HSPA1B als funktionell redundant betrachtet. Viele Tumorzellen sind auf 
eine ständige, im Vergleich zu korrespondierenden gesunden Zellen erhöhte, basale Ex-
pression von HSPA1A und HSPA1B beziehungsweise von Hsp70 angewiesen. Auf eine 
Exposition gegenüber externen Stressfaktoren wie etwa Hitze oder Chemotherapeutika 
reagieren diese Zellen gemeinhin mit einer Induzierung beziehungsweise Steigerung der 
Hsp70-Expression. Eine erhöhte basale oder stressinduzierte Expression kann jedoch nicht 
nur zytoprotektive, sondern auch zytotoxische Effekte nach sich ziehen. Diesbezügliche 
Studien beschränkten sich bislang zumeist auf einzelne Zelllinien oder erfolgten vielfach 
nur auf Ebene der mRNS. Daher sollten die basalen sowie die durch thermischen Stress 
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kunft biochemisch und auf Proteinebene charakterisiert werden. Die betreffenden Analysen 
sollten demensprechend mittels Proteinextraktion, differentieller Zentrifugation, Polyacry-
lamid-Gelelektrophorese und Westernblot erfolgen.  
Abhängig vom betrachteten Zelltyp kann Hsp70 innerhalb von Zellen überwiegend zytoso-
lisch lokalisiert, größtenteils in den Zellkernen enthalten oder aber eher gleichmäßig ver-
teilt sein. Auf den extraplasmatischen Seiten der Plasmamembranen kann Hsp70 sowohl 
als peripheres, wie auch als integrales Membranprotein vorliegen. Die integrale Form wird 
als besonderes Merkmal von Tumorzellen betrachtet und fungiert unter anderem als Er-
kennungsstruktur für natürliche Killerzellen. Stressinduziert wird das zytosolische Hsp70 
gemeinhin verstärkt in die Zellkerne transloziert und akkumuliert dort innerhalb der Nuk-
leoli. Die Konzentration des integralen Hsp70 auf den Zelloberflächen steigt nach Stress-
exposition für gewöhnlich an. Darüber hinaus kommt es unter Stressbedingungen zu einem 
verstärkten Export von integralem Hsp70 mittels extrazellulärer Vesikel sowie von freiem 
Hsp70 über unkonventionelle Sekretionswege. Hierbei ist unklar, inwieweit es sich um 
generelle Phänomene handelt, da sich die betreffenden Studien auf einige wenige Tumor-
zelllinien oder Subzelllinien beschränkten. Um letzteren Sachverhalt zu prüfen, sollten im 
Anschluss an die biochemische Charakterisierung der Hsp70-Expressionsmuster auch die 
subzellulären Hsp70-Lokalisationsmuster unterschiedlicher Tumorzelllinien analysiert 
werden. Die Analysen sollten mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie erfolgen 
und es ermöglichen, gegebenenfalls auf den extraplasmatischen Plasmamembranseiten 
vorhandenes peripheres beziehungsweise integrales Hsp70 zu detektieren.  
Grundsätzlich können Chaperone der HSP70-Familie auch ohne ATP und Ko-Chaperone 
mit Substraten interagieren. Letztere Komponenten sind lediglich für einen optimalen Ab-
lauf des Chaperon-Zyklus erforderlich. Bislang ist unbekannt, ob das auf den Oberflächen 
von Tumorzellen exponierte Hsp70 in der Lage ist, mit Substraten zu interagieren. Daher 
sollte mittels Fluorochrom-gekoppelter Substratpeptide und entsprechender Detektionsme-
thoden geprüft werden, ob das exponierte Hsp70 Substrate binden kann.  
Primäres Ziel des Projektes sollte es sein, durch vergleichende Analysen verschiedenarti-
ger Tumorzelllinien Unterschiede und Gemeinsamkeiten zu identifizieren, die sich gege-
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3 Material und Methoden 
3.1 Geräte, Chemikalien, Reagenzien, Verbrauchsmaterial, Software 
Die genutzten Geräte sind in Tabelle 3.1 aufgelistet. Zellkulturmedien und Medienzusätze, 
Chemikalien, Reagenzien sowie Materialien wie Reaktions- und Kulturgefäße sind in Ta-
belle 3.2 enthalten. Sämtliche Chemikalien wurden, wenn nicht explizit anders beschrie-
ben, im Höchsten vom Hersteller zum Zeitpunkt der Beschaffung angebotenen Reinheits-
grad bezogen. Primärantikörper sowie Enzym- oder Fluorochrom-gekoppelte Sekundäran-
tikörper und Peptide sind in Tabelle 3.3 aufgeführt, ebenso Artikelnummern, Antikörper-
Spezies, Klonalitäten und für Westernblot (WB) sowie Fluoreszenzmikroskopie (FM) er-
forderliche Verdünnungen beziehungsweise Konzentrationen. 
 
Tabelle 3.1: Geräte und Software. 
Bezeichnung / Bemerkungen Bezugsquelle / Hersteller 
 
Gelelektrophorese und Westernblot 
EPS 601 
Netzgerät; programmierbar 
GE Healthcare, Little Chalfont, England 
PROTEAN II XL 
Gelelektrophoreseapparatur; inklusive Gießvorrichtung 
Bio-Rad, Hercules, Vereinigte Staaten 
Standard-Blotter 
Transfer Tank 
Sigma-Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten 
 
Inkubator 
Heracell 150i  
CO2-Inkubator; befeuchtet 




Reinstwassersystem; Umkehrosmose, UV-Filter 





Reinstwassersystem; Umkehrosmose, Entionisierung, UV-Oxidation 
Siemens, München, Deutschland 
 
Mikroskope und optische Geräte 
Chemilux-Imager 
digitales Bildgebungssystem; Chemilumineszenz-Detektion  
INTAS, Göttingen, Deutschland 
DMI6000B 
Epifluoreszenz-Mikroskop 
Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 
Infinite 200 Pro 
Mikrotiterplatten-Lesegerät; als Photometer oder Fluorimeter verwendbar 
Tecan, Männedorf, Schweiz 
TCS SP2 
konfokales Laser-Scanning-Mikroskop 
Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 
 
Pipetten und Pipettierhilfen 
Acura Manual 855 
Mehrkanalpipetten; für Volumina bis 50 µL oder bis 200 µl 
Socorex, Ecublens, Schweiz 
Multipette plus 
Handdispenser 
Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
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Pipetboy 
Pipettierhilfe; für Glas- und Plastikpipetten bis 100 mL Volumen 
Integra, Biebertal, Deutschland 
Pipetman P20G, P200G, P100G  
Mikropipetten; für Volumina bis 20 µL, 200µL oder 1000 µL 




für Tischzentrifuge Rotofix 32 A 
Hettich, Beverly, Vereinigte Staaten 
24 x 1.5/2.0 ClickSeal Rotor 
für Tischzentrifugen Heraeus Pico 17 und Heraeus Fresco 17 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten 
TLA 45  
für Ultrazentrifuge Optima TL 





Heidolph, Schwabach, Deutschland 
Reax 2 
Überkopfschüttler 
Heidolph, Schwabach, Deutschland 
Unimax 1010 
Plattformschüttler 




biologische Sicherheitswerkbank; Belüftung über Schwebstofffilter 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten 
 
Software 
Office 2007 Professional 
inklusive Word, Excel, PowerPoint 
Microsoft, Redmond, Vereinigte Staaten 
LabImage 1D 
Version 4.6 
Kapelan, Leipzig, Deutschland 
GrapPad Prism  
Version 5.03 
GraphPad, La Jolla, Vereinigte Staaten 
Leica Application Suite X 
Version 3.2.0 
Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 
Illustrator CS2 
Version 12.0.1 
Adobe Systems, San José, Vereinigte Staaten 
Photoshop CS5  
Version 12.0 
Adobe Systems, San José, Vereinigte Staaten 
Citavi 4 
Version 4.4 





Sartorius, Göttingen, Deutschland 
Cellometer Auto T4 
automatischer Zellzähler 
Nexcelom, Lawrence, Vereinigte Staaten 
CyberScan PH 510 
pH-Meter; elektronisch, Glaselektrode 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten 
FS 3602  
Folien-Schweißgerät 
Severin, Sundern, Deutschland 
IKA MAG RCT 
Magnetrührer 
IKA, Staufen, Deutschland 
SI-114 
Präzisionswaage 
Sartorius, Göttingen, Deutschland 
Thermomixer Comfort 
Heizblock  
Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
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Vortex Genie 2 
Vortexmischer 
Bender & Hohbein, Zürich, Schweiz 
WOB-L 2511 
Absaugpumpe 
Welch, Niles, Vereinigte Staaten 
Yellow Line MSH basic 
Magnetrührer; beheizbar 
IKA, Staufen, Deutschland 
Zählkammer 
Fuchs-Rosenthal-Zählkammer 





GFL, Burgwedel, Deutschland 
Thermomix 18 BU 
Wasserbad; beheizbar, rezirkulierend 
B. Braun, Melsungen, Deutschland 
 
Zentrifugen 
Heraeus Fresco 17  
Tischzentrifuge; kühlbar 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten 
Heraeus Pico 17 
Tischzentrifuge 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten 
Optima TL 
Ultrazentrifuge; kühlbar 
Beckman Coulter, Brea, Vereinigte Staaten 
Rotofix 32 A 
Tischzentrifuge 
Hettich, Beverly, Vereinigte Staaten 
 
Tabelle 3.2: Basismedien, Medienzusätze, Chemikalien, Reagenzien und Materialien. 
Bezeichnung / Bemerkungen Bezugsquelle / Hersteller 
 
Basismedien, Medienzusätze und Zellkultur-Lösungen 
Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium 
25 mM Glukose, ohne Natriumpyruvat 
PAA, Pasching, Österreich 
Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium 
25 mM Glukose, 1,0 mM Natriumpyruvat 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten 
Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium 
5,6 mM Glukose, 1,0 mM Natriumpyruvat 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten 
Epidermaler Wachstumsfaktor 
lyophilisiert, Reinheitsgrad 95 %  
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten 
Fötales Kälberserum 
hitzeinaktiviert, sterilfiltriert 
BioWest, Nuaillé, Frankreich 
Gentamicin-Lösung 
10 mg/mL in 0,9 % Natriumchloridlösung 
PAA, Pasching, Österreich 
Hams F-12 Medium 
ohne Phenolrot 
PAA, Pasching, Österreich 
L-Alanyl-L-Glutamin-Lösung 
200 mM in 0,9 % Natriumchloridlösung 
PAA, Pasching, Österreich 
L-Glutamin-Lösung 
200 mM in 0,9 % Natriumchloridlösung 
PAA, Pasching, Österreich 
Penicillin-Streptomycin-Lösung 
10.000 Einheiten/mL, 10 mg/mL in 0,9 % Natriumchloridlösung 
PAA, Pasching, Österreich 
Trypsin-Ethylendiamintetraacetat-Lösung 
0,5 mg/mL, 0,22 mg/mL in Phosphat-gepufferter Salzlösung 
PAA, Pasching, Österreich 
 
Chemikalien und Reagenzien 
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol  
Tris; C4H11NO3 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsäure 
HEPES; C8H18N2O4S 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
5(6)-Carboxyfluorescein 
ungekoppeltes Fluorochrom, Reinheitsgrad ≥ 95%  
Sigma-Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten 
Acrylamid 
C3H5NO; Reinheitsgrad 98 %, zweifach kristallisiert 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Ammoniumperoxodisulfat 
APS; (NH4)2S2O8 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Antipain Dihydrochlorid 
Proteaseinhibitor 
Roche, Rotkreuz, Schweiz 
Aprotinin 
Proteaseinhibitor 
Roche, Rotkreuz, Schweiz 
Bovines Serumalbumin 
BSA; Reinheitsgrad 98 %, frei von Immunglobulinen 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Bromphenolblau 
C19H10Br4O5S 
Merck, Darmstadt, Deutschland 
Cell Mask Deep Red Plasma Membrane Stain 
Membranfarbstoff 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten 
Dimethylsulfoxid 
DMSO; C2H6OS 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat  
Na2HPO4*2H2O 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Dinatriumhydrogenphosphat Heptahydrat  
Na2HPO4*7H2O 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Dithiothreitol  
DTT; C4H10O2S2 
Sigma-Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten 
Ethanol 
C2H5OH 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Ethylendiamintetraacetat  
EDTA; C10H16N2O8 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Fermentas Page Ruler 
Protein-Größenstandards 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten 
Glycerin  
C3H8O3 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Glycin 
C2H5NO2 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Harnstoff 
CH4N2O 
Sigma-Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten 
Hefeextrakt 
pulverisiert 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Hoechst 33342 
C27H31Cl3N6O 
Sigma-Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten 
Isopropanol 
iso-C3H7OH 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Kaliumchlorid 
KCl 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Kaliumdihydrogenphosphat 
KH2PO4 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Laktose  
C12H22O11 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Leupeptin Hydrochlorid 
Proteaseinhibitor 
Roche, Rotkreuz, Schweiz 
Magnesiumchlorid 
MgCl2 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Methanol 
CH3OH 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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N-(Tri[hydroxymethyl]methyl)glycin  
Tricin; C6H13NO5 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin  
TEMED; C6H16N2 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
N,N′-Methylenbisacrylamid 
C7H10N2O2; Reinheitsgrad 98 % 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Natriumchlorid  
NaCl 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Natriumdesoxycholat 
C24H39NaO4 
Sigma-Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten 
Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat  
NaH2PO4*2H2O 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Natriumdodecylsulfat 
SDS; C12H25NaO4S 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Natriumhydroxid  
NaOH 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Paraformaldehyd 
PFA; OH(CH2O)nH (mit n = 8 bis 100) 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Pepstatin A 
Proteaseinhibitor 
Roche, Rotkreuz, Schweiz 
Phenylmethylsulfonylfluorid 
PMSF; C7H7FO2S 
Merck, Darmstadt, Deutschland 
Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat  
Tween-20; C58H114O26 
Sigma-Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten 
Proteinanalyse-Farbstoffkonzentrat 
Coomassie-Brillant-Blau G250, 50 % Phosphorsäure, 25 % Methanol, H2O  
Bio-Rad, Hercules, Vereinigte Staaten 
Roti-Mount FluorCare 
Einbettungsmedium 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Salzsäure 
HCl 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Stickstoff 
flüssig 
Linde, München, Deutschland 
Triton X-100  
C14H22O(C2H4O)n (mit n = 9 bis 10) 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Trypsin-Chymotrypsin-Inhibitor 
Proteaseinhibitor 




für Polyacrylamid-Gelelektrophorese; 22,3 cm Höhe, 1,5 mm Dicke 
Bio-Rad, Hercules, Vereinigte Staaten 
Äußere Glasplatten 
für Polyacrylamid-Gelelektrophorese; 20 cm Breite, 22,3 cm Höhe 
Bio-Rad, Hercules, Vereinigte Staaten 
Bechergläser 
Glas; für Volumen bis 100 mL, 250 mL, 500 mL, 1000 mL 
Duran, Mainz, Deutschland 
Deckgläser 
Glas; Durchmesser 18 mm 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten 
Dewargefäße 
Glasgefäß; Edelstahlumhüllung, wärmeisolierter Kunststoffdeckel 
KGW, Karlsruhe, Deutschland 
Erlenmeyerkolben 
Glas; für Volumen bis 100 mL, 250 mL, 500 mL 
Duran, Mainz, Deutschland 
Flaschenaufsatzfilter 
Polyethersulfon-Membran; Porengröße 0,2 µm oder 0,45 µm 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten 
Immobilon-PSQ  
Polyvinylidenfluorid-Membran; Porengröße 0,2 µm 
Merck, Darmstadt, Deutschland 
Innere Glasplatten 
für Polyacrylamid-Gelelektrophorese; 20 cm Breite, 20 cm Höhe 
Bio-Rad, Hercules, Vereinigte Staaten 
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Kämme 
für Polyacrylamid-Gelelektrophorese; 25 Geltaschen, 1,5 mm Dicke 
Bio-Rad, Hercules, Vereinigte Staaten 
Laborflaschen 
Glas; Schraubverschluss, Volumen bis 50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL  
Duran, Mainz, Deutschland 
Magnetrührstäbchen 
diverse Durchmesser und Längen 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Messpipetten 
Glas; für Volumina bis 1,0 mL, 2,0 mL, 5,0 mL, 10 mL oder 25 mL  
Brand, Wertheim, Deutschland 
Mikropipettenspitzen 
Kunststoff; für Volumina bis 20 µL, 200 µL oder 1000 µL 
Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Mikro-Schraubröhren 
Kunststoff; Schraubverschluss, Nennvolumen 1,5 mL oder 2,0 mL 
Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Mikrotiterplatten 
Kunststoff; mit 12 oder 96 Vertiefungen 
Greiner, Kremsmünster, Österreich 
Objektträger 
Glas; Maße 26 mm Breite, 76 mm Höhe, 1,0 mm Dicke 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten 
Parafilm 
Folie aus Parafinwachs-Polyethylen-Mischung  
Brand, Wertheim, Deutschland 
TC-Schale 100, Standard 
Petrischale; Kunststoff, mit Deckel, Durchmesser 10 cm 





Kunststoff; anhängender Deckel, Nennvolumen 1,5 mL oder 2,0 mL 
Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Reaktionsgefäße 
Polyallomer; anhängender Deckel, Nennvolumen 1,5 mL oder 2,0 mL 
Beckman Coulter, Brea, Vereinigte Staaten 
Saugflaschen 
Erlenmeyerform; mit Glas-Olive 
Duran, Mainz, Deutschland 
Schraubröhren 
Kunststoff; Schraubverschluss, Nennvolumen 15 mL oder 50 mL 
Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Spritzenvorsatzfilter 
Polyethersulfon-Membran, Porengröße 0,2 µm oder 0,45 µm 





3,0 mm und 0,34 mm Dicke 
GE Healthcare, Little Chalfont, England 
Zählkammern SD 100 
für Cellometer Auto T4 
Nexcelom, Lawrence, Vereinigte Staaten 
Zellkultur-Filtereinsätze 
für Mikrotiterplatten, Polyethylenterephthalat-Membran 
Greiner, Kremsmünster, Österreich 
Zellschaber  
Klingen aus thermoplastischen Elastomeren 
Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
 
Tabelle 3.3: Antikörper und Peptide, genutzte Verdünnungen und Konzentrationen. 
Bezeichnung / Bemerkungen Bezugsquelle / Hersteller WB FM 
 
Primärantikörper 
Alix Antibody (H-270)  
Artikelnummer sc-99010; Kaninchen, polyklonal 
Santa Cruz, Dallas, Vereinigte Staaten 1:100 1:50 
Anti-Centrin 
Artikelnummer C7736; Kaninchen, polyklonal 
Sigma-Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten - 1:500 
Anti-Hsc70 antibody (EP1531Y) 
Artikelnummer ab51052; Kaninchen, monoklonal 
Abcam, Milton, England 1:500 1:100 
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Anti-Hsp60 antibody (Mab11-13) 
Artikelnummer ab51052; Maus, monoklonal 
Abcam, Milton, England 1:9000 1:5000 
Anti-Hsp90 antibody (S88) 
Artikelnummer ab1429; Maus, monoklonal 
Abcam, Milton, England - 1:100 
Anti-Lactate Dehydrogenase Antibody 
Artikelnummer ab7639; Ziege, polyklonal 
Abcam, Milton, England 1:250 1:1000 
Caveolin-1 (D46G3) XP Rabbit mAb 
Artikelnummer 3267; Kaninchen, monoklonal 
Cell Signaling, Cambridge, England - 1:100 
galectin-3 (M3/38) 
Artikelnummer sc-23938; Ratte, monoklonal 
Santa Cruz, Dallas, Vereinigte Staaten 1:200 1:100 
GAPDH, mAb (1D4)  
Artikelnummer ADI-CSA-335-E; Maus, monoklonal 
Enzo, New York, Vereinigte Staaten 1:500 1:200 
HSP70 Antibody (4G4)  
Artikelnummer sc-59569; Maus, monoklonal 
Santa Cruz, Dallas, Vereinigte Staaten 1:100 1:100 
HSP70 Antibody (K-20)  
Artikelnummer sc-1060; Ziege, polyklonal 
Santa Cruz, Dallas, Vereinigte Staaten 1:2000 1:100 
HSP90 Antibody 
Artikelnummer 4874; Kaninchen, polyklonal 





-ATPase α (H-3) 
Artikelnummer sc-48345; Maus, monoklonal 
Santa Cruz, Dallas, Vereinigte Staaten 1:1000 1:100 
Purified Mouse Anti-Actin Ab-5  
Artikelnummer 612656; Maus, monoklonal 
BD, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten 1:500 1:200 
Purified Mouse Anti-Caveolin 1 
Artikelnummer 610058; Maus monoklonal 
BD, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten 1:250 - 
Purified Mouse Anti-CD29  
Artikelnummer 610468; Maus, monoklonal 
BD, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten 1:500 - 
Purified Mouse Anti-E-Cadherin  
Artikelnummer 610182; Maus, monoklonal 
BD, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten 1:200 - 
Purified Mouse Anti-β-Catenin 
Artikelnummer 610153; Maus, monoklonal 
BD, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten 1:250 - 
α-Tubulin (YL1/2)  
Artikelnummer sc-53029; Ratte, monoklonal 
Santa Cruz, Dallas, Vereinigte Staaten 1:100 1:400 
 
Sekundärantiköper 
AlexaFluor488 Chicken anti-Goat IgG  
Artikelnummer A-21467; Huhn, polyklonal 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten - 1:200 
AlexaFluor488 Chicken anti-Mouse IgG  
Artikelnummer A-21200; Huhn, polyklonal 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten - 1:200 
AlexaFluor488 Chicken anti-Rabbit IgG  
Artikelnummer A-21441; Huhn, polyklonal 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten - 1:200 
AlexaFluor546 Donkey anti-Mouse IgG  
Artikelnummer A-10036; Esel, polyklonal 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten - 1:200 
AlexaFluor546 Goat anti-Rabbit IgG 
Artikelnummer A-11010; Ziege, polyklonal 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten - 1:200 
AlexaFluor546 Goat anti-Rat IgG 
Artikelnummer A-11081; Ziege, polyklonal 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten - 1:200 
AlexaFluor647 Chicken anti-Goat IgG  
Artikelnummer A-21469; Huhn, polyklonal 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten - 1:200 
AlexaFluor647 Chicken anti-Mouse IgG 
Artikelnummer A-21463; Huhn, polyklonal 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten - 1:200 
AlexaFluor647 Chicken anti-Rat IgG  
Artikelnummer A-21472; Huhn, polyklonal 
Thermo Fisher, Waltham, Vereinigte Staaten - 1:200 
Goat Anti-Mouse IgG - HRP conjugate 
Artikelnummer 170-6516; Ziege, polyklonal 
Bio-Rad, Hercules, Vereinigte Staaten 1:2000 - 
Goat Anti-Rabbit IgG - HRP conjugate 
Artikelnummer 170-6515; Ziege, polyklonal 
Bio-Rad, Hercules, Vereinigte Staaten 1:2000 - 
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Goat Anti-Rat IgG - HRP conjugate 
 Artikelnummer A110-205P; Ziege, polyklonal 
Bethyl, Montgomery, Vereinigte Staaten 1:2000 - 
Rabbit Anti-Goat IgG - HRP conjugate 
Artikelnummer 172-1034; Kaninchen, polyklonal 



















Alle im Rahmen der Zellkultur erforderlichen Arbeitsschritte wurden, sofern nicht explizit 
anders beschrieben, unter strengster Beachtung der allgemein bekannten Grundsätze für 
steriles Arbeiten durchgeführt. In Ermangelung destillierten Wassers wurde Leitungswas-
ser durch eine Kombination von Umkehrosmose, Ionentausch, Aktivkohlefiltration, 
Elektrodeionisation, UV-Bestrahlung und Ultrafiltration aufgereinigt und das resultierende 
hochreine Wasser (hH2O) für sämtliche Anwendungen genutzt. Falls erforderlich, wurden 
gebrauchsfertige Puffer, Lösungen, Medienzusätze und Kulturmedien autoklaviert, in je-
dem Falle aber vor Nutzung unter Verwendung von Filtern mit 0,2 µm Porengröße filtriert. 
Zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen erfolgten alle Tätigkeiten sequentiell sowie 
mit separaten Puffern, Lösungen und Medien für jede einzelne Zelllinie. Vor dem Über-
gang zur jeweils nächsten Zelllinie wurden alle erforderlichen Materialien und Geräte 
gründlichst mit Desinfektionslösungen behandelt (Zusammensetzung siehe Tabelle 3.4). 
 
Tabelle 3.4: Zusammensetzung der Desinfektionslösungen. 
Komponente / Bemerkungen Konzentration 
 
Desinfektionslösung, allgemein 
Ethanol (C2H5OH) 70 % (v/v) 
hochreines Wasser (hH2O) 30 % (v/v) 
  
Desinfektionslösung, empfindliche Kunststoffe  
Isopropanol (iso-C3H7OH) 70 % (v/v) 
hochreines Wasser (hH2O) 30 % (v/v) 
 
3.2.1 Zelllinien  
Die im Rahmen des Dissertationsprojektes analysierten Zellen der Zelllinien T47D und 
MCF7 wurden freundlicherweise von Frau Professor Doktor Gabriele Multhoff (Klinik 
und Poliklinik für Radio-Onkologie und Strahlentherapie, Klinikum rechts der Isar, Tech-
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nische Universität München), die U2OS-Zellen von Frau Doktor Katharina Schlereth 
(Fachbereich Medizin, Institut für Molekularbiologie und Tumorforschung, Philipps-
Universität Marburg) und die HK2-Zellen von Herrn Professor Doktor Andre Le Bivic 
(Institut für Entwicklungsbiologie Marseille, Universität Aix-Marseille) zur Verfügung 
gestellt. Die HeLa-Zellen stammten aus Beständen der eigenen Arbeitsgruppe und wurden 
liebenswürdigerweise von Frau Doktor Tamara Straube (Fachbereich Medizin, Institut für 
Zytobiologie und Zytopathologie, Philipps-Universität Marburg) übereignet. 
Bei den T47D handelt es sich um eine humane Mammakarzinom-Zelllinie, die von Keydar 
et al. durch Punktion eines metastasischen Bereiches einer 54-jährigen kaukasischen Frau 
gewonnen wurde, welche an einem invasiven Duktalkarzinom der Brust litt (Keydar et al., 
1979). Die T47D-Zellen enthalten mit etwa 66 Chromosomen einen aneuploiden Chromo-
somensatz, zeigen grundsätzlich eine epitheliale Morphologie und wachsen adhärent sowie 
bevorzugt in Form einer einzelnen Zellschicht. Auch die Zelllinie MCF7 gehen auf ein 
humanes Mammakarzinom zurück. Diese Zellen wurden von Soule et al. aus dem Pleura-
punktat einer 69 Jahre alten Frau kaukasischen Ursprungs isoliert, welches im metastasi-
schen Bereich eines invasiven Brust-Adenokarzinoms entnommenem worden war (Soule 
et al., 1973). Die MCF7-Zellen weisen mit 66 bis 87 Chromosomen ebenfalls einen aneup-
loiden Chromosomensatz auf, wachsen adhärent und sind als epitheliale Zellen charakteri-
siert. Im Gegensatz zu den T47D-Zellen breiten sie sich jedoch nicht bevorzugt horizontal 
aus, sondern wachsen auch in vertikaler Richtung, wobei sie domartige Strukturen bilden.  
Die Zelllinie U2OS, ursprünglich als 2T bezeichnet, entstammt einem moderat differen-
zierten Osteosarkom der Tibia einer 15 Jahre jungen kaukasischen Frau (Pontén und Sak-
sela, 1967). Die U2OS-Zellen zeigen oftmals einen hypertriploiden Chromosomensatz, 
wobei die Chromosomenanzahl ursprünglich mit 34 bis 38 Chromosomen, nebst einer 
nicht näher bestimmten Anzahl von Chromosomenfragmenten, beziffert wurde. Ähnlich 
wie die T47D-Zellen sind auch die U2OS-Zellen von epithelialer Morphologie, wachsen 
adhärent und bevorzugt in Form einer einlagigen Zellschicht.  
Die Zelllinie HeLa geht auf Zellen zurück, die Gey et al. aus einer Gewebeprobe isolierten, 
welche dem Zervix-Adenokarzinom einer 31-jährigen afroamerikanischen Frau entnom-
men worden war (Lucey et al., 2009). Die für HeLa-Zellen dokumentierte Anzahl an 
Chromosomen ist variabel, im Mittel weisen die Zellen etwa 80 Chromosomen auf (Fratti-
ni et al., 2015), von welchen einige Insertionen von Desoxyribonukleinsäuren humaner 
Papillomviren enthalten (Landry et al., 2013). Auch HeLa-Zellen weisen eine epitheliale 
Morphologie und adhärentes Wachstum auf.  
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Die Zelllinie HK2 ist auf Zellen einer Niere zurückzuführen, welche einem erwachsenen 
Mann ursprünglich zu Transplantationszwecken entnommen worden war (Ryan et al., 
1994). Aufgrund eines Einschnittes am oberen Nierenpol wurde das Organ für die geplante 
Transplantation jedoch als ungeeignet eingestuft, weshalb gesunde Zellen des proximalen 
Tubulusepithels isoliert und durch Transduktion mit replikationsdefekten retroviralen Vek-
toren immortalisiert wurden. HK2-Zellen bilden bei Kultivierung auf permeablen Filtern 
nach Erreichen der Konfluenz ein einschichtiges Epithel, wobei die Zellen eine deutlich 
ausgeprägte polare Morphologie entwickeln. Daher werden HK2-Zellen unter anderem als 
Modellsystem für die Analyse des polarisierten Proteintransports genutzt.  
3.2.2 Kultivierung  
Zur Kultivierung der T47D-, MCF7-, U2OS- und Hela-Zellen wurde das ursprünglich von 
Eagle als minimal-essentielles Medium entwickelte und von Dulbecco modifizierte Basis-
medium genutzt (nach der englischen Bezeichnung "Dulbecco's modified Eagle Medium" 
nachfolgend als DMEM bezeichnet; Dulbecco und Freeman, 1959). Für die Anlage von 
Kryokulturen (siehe Abschnitt 3.2.4) sowie die den Abbildungen 4.1 bis 4.6 zugrundelie-
genden biochemischen und fluoreszenzmikroskopischen Analysen wurde eine DMEM-
Variante ohne Natriumpyruvat verwendet. Aufgrund der Einstellung der Produktion letzte-
ren Mediums musste für alle weiteren Analysen auf eine DMEM-Variante umgestellt wer-
den, welche 1,0 mM Natriumpyruvat enthielt. Im Falle der HeLa-Zellen kam grundsätzlich 
die DMEM-Variante ohne Natriumpyruvat zum Einsatz, für die HK2-Zellen wurde als 
Basismedium eine Kombination des Natriumpyruvat enthaltenden DMEM mit dem von 
Ham entwickelten F12-Medium genutzt (Ham, 1965).  
Entsprechend den Anforderung der jeweiligen Zelllinie wurden die Basismedien um föta-
les Kälberserum (FKS), verschiedene Aminosäuren, Antibiotika, rekombinanten Epider-
malen Wachstumsfaktor (gemäß der englischen Bezeichnung "Epidermal Growth Factor" 
nachfolgend mit EGF abgekürzt) oder 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsäure 
(HEPES) ergänzt (Einzelheiten siehe Tabelle 3.5). 
Die Kultivierung der Zellen aller fünf Zelllinien erfolgte in den jeweils erforderlichen Kul-
turgefäßen in einem CO2-Inkubator bei 37 °C, 5,0 % Kohlenstoffdioxid (CO2) und hoher 
Luftfeuchtigkeit. Zur Anlage von Kryokulturen sowie für alle biochemischen Experimente 
wurden Plastikpetrischalen mit 10 cm Durchmesser als Kulturgefäße genutzt. Im Falle der 
fluoreszenzgestützten Analysen kamen Mikrotiterplatten mit 12 Vertiefungen zum Einsatz, 
welche vor der Aussaat der Zellen entweder mit Deckgläschen oder mit Zellkultur-
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Filtereinsätzen entsprechenden Durchmessers bestückt wurden. Die Filtereinsätze bestan-
den aus einem Plastikzylinder, dessen Unterseite durch eine Membran aus Polyethylente-
rephthalat (PET) abgeschlossen wurde. Diese permeable Membran unterstützte etwa im 
Falle der HK2-Zellen die Entwicklung einer polaren Zellmorphologie. Der Wechsel des 
jeweils erforderlichen Kulturmediums erfolgte alle zwei bis drei Tage, wobei grundsätzlich 
im Wasserbad auf 37 °C vorgewärmte Lösungen und Medien genutzt wurden.  
 
Tabelle 3.5: Zusammensetzung der Kulturmedien. 
Basismedium / Anteil Ergänzung / Abwandlung 
 
Kulturmedium T47D, MCF7, U2OS, HeLa 
Dulbeccos modifiziertes Eagle-Medium (90 % [v/v]) 
0,0 mM Natriumpyruvat 
25 mM Glukose 
2,0 mM L-Glutamin 
10 % (v/v) FKS 
200 Einheiten/mL Penicillin 
0,1 mg/mL (w/v) Streptomycin 
 
Kulturmedium T47D, MCF7, U2OS 
Dulbeccos modifiziertes Eagle-Medium (90 % [v/v]) 
1,0 mM Natriumpyruvat 
25 mM Glukose 
2,0 mM L-Glutamin 
10 % (v/v) FKS 
200 Einheiten/mL Penicillin 
0,1 mg/mL (w/v) Streptomycin 
 
Kulturmedium HK2 
Dulbeccos modifiziertes Eagle-Medium (45 % [v/v]) 
Hams F-12 Medium (45 % [v/v]) 
1,0 mM Natriumpyruvat 
5,6 mM Glukose 
1,5 mM L-Alanyl-L-Glutamin 
10 % (v/v) FKS 
10 µg/mL (w/v) EGF 
15 mM HEPES  
0,06 mg/mL (w/v) Gentamicin 
 
Eine Prüfung auf Kontamination durch Bakterien der Gattung Mycoplasma wurde von 
Frau Waltraud Ackermann alle zwei bis drei Monate routinemäßig mittels Polymerase-
Kettenreaktion durchgeführt. Im Falle der genannten Zelllinien traten diesbezüglich wäh-
rend der gesamten Dauer des Dissertationsprojektes keinerlei Auffälligkeiten auf.  
3.2.3 Passage 
Bis zum Erreichen der für die geplanten Experimente erforderlichen Zellmengen wurden 
die Zellen in Plastikpetrischalen kultiviert und passagiert, sobald eine Kultur 80 bis 90 % 
Konfluenz erreicht hatte. Hierzu wurden die alten Kulturmedien entfernt, die Zellen zwei-
fach mit Zellkultur-Puffer gespült (Zusammensetzung siehe Tabelle 3.6) und im Anschluss 
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in Dissoziations-Lösung inkubiert (20 min, 37 °C; Zusammensetzung siehe Tabelle 3.6). 
Diese Lösung enthielt unter anderem Trypsin sowie Ethylendiamintetraacetat (EDTA) und 
ermöglichte es, die adhärenten Zellen in Suspension zu bringen. Danach wurden die resul-
tierenden Zelllösungen mit dem jeweils zehnfachen Volumen des erforderlichen Kultur-
mediums gemischt, um die Konzentrationen von Trypsin und EDTA auf ein unbedenkli-
ches Maß zu reduzieren. Schließlich wurden neue Petrischalen mit jeweils einem Zehntel 
der entsprechenden Zelllösung sowie dem erforderlichen Volumen an Kulturmedium be-
füllt und die Kultivierung der Zellen wie zuvor beschrieben fortgesetzt (siehe Abschnitt 
3.2.2). Stand eine ausreichende Menge von zu 80 bis 90 % konfluent bewachsenen Petri-
schalen zur Verfügung, wurden die Zellen wie zuvor beschrieben von den Böden gelöst. 
Die Anzahl der in der Dissoziations-Lösung enthaltenen Zellen wurde entweder mittels 
einer Zählkammer oder eines automatischen Zellzählers bestimmt. Im Anschluss wurden 
die Zelllösungen mit den jeweiligen Kulturmedien auf Volumina verdünnt, welche die für 
den experimentellen Ansatz erforderlichen Zellzahlen enthielten, in die notwendigen Kul-
turgefäße transferiert und diese mit Kulturmedium aufgefüllt. Die anschließende Kultivie-
rung der Zellen erfolgte wie zuvor beschrieben (siehe Abschnitt 3.2.2). 
 
Tabelle 3.6: Zusammensetzung von Zellkultur-Puffer und Dissoziations-Lösung. 
Komponente / Bemerkungen Konzentration 
 
Zellkultur-Puffer 
Dinatriumhydrogenphosphat Heptahydrat (Na2HPO4*7H2O) 8,9 mM 
Kaliumchlorid (KCl) 2,7 mM 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 1,5 mM 
Natriumchlorid (NaCl) 136,9 mM 
in hH2O, pH 7,4 (nicht eingestellt) 
 
Dissoziations-Lösung 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA; C10H16N2O8) 0,48 mM 
Trypsin 0,02 mM 
in Zellkultur-Puffer (pH 7,4, nicht eingestellt) 
 
3.2.4 Langzeitlagerung und Rekultivierung 
Unmittelbar nach Lieferung der T47D-, MCF7-, U2OS- und HK2-Zellen wurden Kryokul-
turen angelegt, die jedem einzelnen Versuchsdurchgang als Ausgangskultur dienten. Hier-
durch sollte eine fortschreitende Akkumulation genetischer Defekte, welche bei kontinuier-
licher Kultivierung zwangsläufig auftreten würde, weitestgehend unterbunden werden. Zur 
Herstellung der Kryokulturen wurden die Zellen zunächst in Kultur genommen (siehe Ab-
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schnitt 3.2.2) und subkultiviert (siehe Abschnitt 3.2.3), bis 30 zu jeweils 80 bis 90 % konf-
luent bewachsene Petrischalen zur Verfügung standen. Dann wurden die Zellen mittels 
Dissoziations-Lösung in Suspension gebracht (siehe Abschnitt 3.2.3), mit dem zehnfachen 
Volumen des entsprechenden Kulturmediums verdünnt und durch Zentrifugation für fünf 
Minuten (5,0 min) bei hundertfacher mittlerer Erdbeschleunigung (100 x g) und Raum-
temperatur (RT) pelletiert. Die Zellpellets wurden in jeweils 1,5 mL Kryomedium resus-
pendiert (Zusammensetzung siehe Tabelle 3.7), in 2,0 mL fassende Mikro-Schraubröhren 
transferiert und zunächst für 24 Stunden in einer Einfrierhilfe bei -80 °C gelagert. Ab-
schließend wurden die Kryokulturen in einen mit Flüssigstickstoff gefüllten Lagerbehälter 
überführt und dort bis zur weiteren Verwendung bei -196 °C aufbewahrt.  
 
Tabelle 3.7: Zusammensetzung der Kryomedien. 
Komponente / Bemerkungen Konzentration 
 
Kryomedien 
Je nach Zelllinie erforderliches Kulturmedium 90 % (v/v) 
Dimethylsulfoxid (DMSO; C2H6OS) 10 % (v/v) 
 
Zur Rekultivierung der konservierten Zellen wurden die Kryokulturen zunächst aufgetaut 
(3,0 min, RT), die Zellsuspensionen mit dem jeweils siebenfachen Volumen des erforderli-
chen Kulturmediums verdünnt und die Zellen durch Zentrifugation (5,0 min, 100 x g, RT) 
pelletiert. Die Pellets wurden in Kulturmedium resuspendiert und die resultierenden Zell-
suspensionen in Petrischalen transferiert. Die anschließende Inkubation der Zellen für drei 
Tage sowie die Subkultivierung in den jeweils erforderlichen Kulturgefäßen erfolgte wie 
zuvor beschrieben (siehe Abschnitte 3.2.2 und 3.2.3).  
3.2.5 Hitzeschock 
Die Stressexposition der Zellen erfolgte in beheizbaren Wasserbädern ohne CO2-Zufuhr. 
Hierzu wurden zunächst Subkulturen der erforderlichen Zellzahl in Kulturgefäßen ange-
legt, die dem jeweiligen experimentellen Ansatz entsprachen (siehe Abschnitte 3.2.2 und 
3.2.3). Danach wurden die Zellen für 36 bis 72 Stunden unter physiologischen Bedingun-
gen in einem CO2-Inkubator kultiviert (siehe Abschnitte 3.2.2). Für den eigentlichen Hitze-
schock wurden die Kulturen nach Ablauf der jeweiligen Vorkultivierungsphase zügig in 
auf 40,5 oder 44 °C vorgeheizte Wasserbäder transferiert und dort für 25 Minuten belas-
sen. Gemessen wurde hierbei der Zeitraum zwischen der Platzierung des letzten Kulturge-
fäßes und der Entnahme des zuerst eingebrachten Gefäßes. Danach wurden die Kulturen 
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umgehend in den CO2-Inkubator zurückgebracht und dort bis zum Ende des jeweils erfor-
derlichen Erholungszeitraums unter physiologischen Bedingungen inkubiert.  
3.3 Biochemische Methoden 
Die Durchführung aller im Rahmen der biochemischen Analysen erforderlichen Arbeits-
schritte und Inkubationsphasen erfolgte, abgesehen von einigen wenigen Ausnahmen, mit 
entsprechend vorgekühlten Puffern und Lösungen bei 4,0 bis 5,0 °C auf Eis oder in Kühl-
schränken. Gebrauchsfertige Puffer und Lösungen wurden vor Nutzung - wenn nicht ge-
sondert vermerkt - mittels Filtern von 0,2 µm oder 0,45 µm Porengröße einfach filtriert. 
3.3.1 Zellaufschluss und Fraktionierung 
Zur Herstellung von zellkernfreien Homogenaten wurden zunächst Subkulturen von je-
weils 1,0 x 10
7
 Zellen in Petrischalen angelegt und die Zellen nach der Aussaht zunächst 
für 24 Stunden wie zuvor beschrieben kultiviert (siehe Abschnitte 3.2.2 und 3.2.3). Danach 
wurden die jeweils erforderlichen Kulturmedien gegen FKS-freie Medien ausgetauscht und 
die Kultivierung für 12 Stunden fortgesetzt.  
 
Tabelle 3.8: Zusammensetzung von Homogenisierungs- und Proteaseinhibitions-Lösung. 
Komponente / Bemerkungen Konzentration 
 
Homogenisierungs-Lösung 
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsäure (HEPES) 20 mM 
Kaliumchlorid (KCl) 10 mM 
Natriumchlorid (NaCl) 10 mM 
Magnesiumchlorid (MgCl2) 5,0 mM 
Dithiothreitol (DTT; C4H10O2S2) 1,0 mM 
in hH2O, pH mit Natriumhydroxid (NaOH) auf 7,4 eingestellt 
 
Proteaseinhibitions-Lösung 
Antipain Dihydrochlorid 1,48 µM 
Aprotinin 0,77 µM 
Dimethylsulfoxid (DMSO; C2H6OS) 5,2 % (v/v) 
Leupeptin Hydrochlorid 10,8 µM 
Pepstatin A 1,46 µM 
Trypsin-Chymotrypsin-Inhibitor 6,33 µM 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF; C7H7FO2S) 975,90 µM 
in Zellkultur-Puffer (pH 7,4, nicht eingestellt), nicht filtriert 
 
Nach Abschluss der Kultivierungsphase wurden die Medien entfernt, die Zellen zweifach 
mit Zellkultur-Puffer gespült (Zusammensetzung siehe Tabelle 3.6), der Puffer sorgfältig 
entfernt und durch 500 µL Homogenisierungs-Lösung sowie 20 µL Proteaseinhibitions-
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Lösung je Petrischale ersetzt (Zusammensetzung siehe Tabelle 3.8). Danach wurden die 
Zellen mittels eines Zellschabers abgelöst, die resultierenden Zellsuspensionen in 2,0 mL 
fassende Reaktionsgefäße überführt, mittels eines Vortexmischers für 30 Sekunden (30 
sec) bei 2500 Umdrehungen pro Minute (2500 min
−1
)  sowie RT gründlich durchmischt 
und durch fünffaches Schockgefrieren (je 3,0 min, -196 °C; Flüssigstickstoff) und Auftau-
en (3,0 min, 40 °C; Heizblock) aufgeschlossen. Eventuell verbleibende intakte Zellen und 
Zellkerne wurden durch zweifache Zentrifugation bei niedriger Geschwindigkeit pelletiert 
(je 20 min, 1.000 x g, 4,0 °C), die resultierenden Überstände in 1,5 mL fassende Polyallo-
mer-Reaktionsgefäße überführt und die Zellsuspensionen durch zweistündige Zentrifu-
gation bei hoher Geschwindigkeit (2,0 h, 100.000 x g, 4,0 °C) jeweils in eine zytosolische 
und eine die Gesamtheit der zellulären Membranen umfassende Fraktion getrennt. An-
schließend wurden die Überstände in 1,5 mL fassende Reaktionsgefäße überführt und die 
Pellets mittels eines Vortexmischers in jeweils 250 µL Homogenisierungspuffer resuspen-
diert (1,0 h, 2500 min
−1
, 4,0 °C). Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen der resultie-
renden Fraktionen erfolgte unmittelbar im Anschluss wie nachfolgend beschrieben.  
3.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentrationen und Probenvorbereitung 
Die quantitative Bestimmung der Gesamtproteinkonzentrationen der Proben erfolgte nach 
der von Bradford etablierten photometrischen Methoden (Bradford, 1976) unter Nutzung 
eines Proteinanalyse-Farbstoffkonzentrats (Coomassie-Brillant-Blau G250 gelöst in 50 % 
Phosphorsäure, 25 % Methanol und 25 % Wasser) sowie in Anlehnung an das durch den 
Hersteller bereitgestellte Protokoll zur Proteinanalyse mittels Mikrotiterplatten.  
Hierzu wurde zunächst aus einer Stammlösung von Bovinem Serumalbumin (BSA; 10 
mg/mL in Homogenisierungs-Lösung) eine Verdünnungsreihe angesetzt (0,05 mg/mL bis 
0,5 mg/mL in Homogenisierungs-Lösung), dann das Farbstoffkonzentrat im Verhältnis 
eins zu vier mit hH2O verdünnt und unter Verwendung von Filtern mit 0,2 µm Porengröße 
filtriert. Im Anschluss wurden je drei Näpfchen von Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen 
mit jeweils 10 µL der einzelnen BSA-Verdünnungen sowie der zu analysierenden Homo-
genate und Fraktionen befüllt (Dreifachbestimmung), jeweils 200 µL des verdünnten Farb-
stoffkonzentrats hinzugegeben und die Lösungen gründlich durchmischt (10 min, 30 min
−1
, 
RT; Plattformschüttler). Die anschließende Analyse der Proben erfolgte durch Messung 
der Absorption bei 595 nm mittels eines Mikrotiterplatten-Lesegerätes in zwei getrennten 
Messungen im Abstand von 15 Minuten. Die Ergebnisse der Messungen wurden in die 
Software "Excel" importiert, aus den Messwerten der einzelnen BSA-Verdünnungen Stan-
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dardkurven und entsprechende Ausgleichsgeraden erstellt und die Gesamtproteinkonzent-
rationen anhand der Steigungen der Ausgleichsgeraden berechnet. Unmittelbar im An-
schluss wurden die Konzentrationen der zu vergleichenden Homogenate und Fraktionen 
durch Verdünnung in Homogenisierungs-Lösung (Zusammensetzung siehe Tabelle 3.8) 
sowie entsprechender Volumina des sechsfach-Probenpuffers angeglichen. Bei letzterem 
Puffer handelte es sich um einen abgewandelten, hochkonzentrierten Laemmli-
Probenpuffer (Zusammensetzung siehe Tabelle 3.9; Laemmli, 1970). Abschließend wur-
den die Proben kurz aufgekocht (5,0 min, 95 °C; Heizblock) und bis zur weiteren Verwen-
dung bei -20 °C gelagert. 
 
Tabelle 3.9: Zusammensetzung des Probenpuffers. 
Komponente / Bemerkungen Konzentration 
 
Probenpuffer 
Bromphenolblau (C19H10Br4O5S) 0,003 % (w/v) 
Dithiothreitol (DTT; C4H10O2S2) 500 mM 
Glycerin (C3H8O3) 30 % (w/v) 
Natriumdodecylsulfat (SDS; C12H25NaO4S) 12 % (w/v) 
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol (Tris; C4H11NO3) 350 mM 
in hH2O, pH mit Salzsäure (HCl) auf 6,8 eingestellt, nicht filtriert 
 
3.3.3 Tricin-Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Die gelelektrophoretische Auftrennung der in den Proben enthaltenen Proteine erfolgte in 
Anlehnung an die von Schägger und von Jagow etablierte N-(Tri[hydroxymethyl]me-
thyl)glycin-Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (aufgrund des im eng-
lischen Sprachgebrauch als "Sodium Dodecyl Sulfate" bezeichneten und mit "SDS" abge-
kürzten Natriumdodecylsulfats nachfolgend als Tricin-SDS-PAGE abgekürzt; Schägger 
und Jagow, 1987). Zur Optimierung der Auflösung fand eine Variante des Verfahrens mit 
Harnstoff enthaltenden Trenngelen Anwendung (Schägger, 2006). Hierzu wurden zunächst 
die erforderlichen Stammlösungen und Puffer angesetzt, wenn erforderlich filtriert und bis 
zur weiteren Verwendung bei entsprechenden Temperaturen gelagert (Zusammensetzun-
gen und Lagerungstemperaturen siehe Tabelle 3.10). Für die biochemischen Analysen 
wurden grundsätzlich großformatige Trenngele mit einer Polyacrylamid-Konzentration 
von 9,8 % sowie Sammelgele mit einer Polyacrylamid-Konzentration von 4,1 % verwen-
det. Massen und Volumen der zur Herstellung eines Trenngels von 16 cm Höhe, 18 cm 
Breite und 2,0 mm Dicke sowie eines entsprechenden Sammelgel erforderlichen Stammlö-
sungen und Chemikalien können Tabelle 3.11 entnommen werden.  
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Zur Vorbereitung der Gellösungen wurden zunächst die erforderlichen Harnstoff-Massen 
in 50 mL fassende Reaktionsgefäße transferiert und in den notwendigen Volumina dH2O, 
Gelpuffer- sowie Acrylamid-Bisacrylamid-Stammlösung aufgelöst (1,0 h, 30 min
−1
, RT; 
Überkopfschüttler; Trenngel-Lösung A). Reinigung und Trocknung der benötigten Glas-
platten und Abstandshalter, Assemblierung der Gelkammern und Einspannung derselben in 
die erforderlichen Gießvorrichtungen erfolgten parallel. Die Lösungen wurden unter Ver-
wendung von Filtern mit 0,2 µm Porengröße einfach filtriert und entgast (45 min, RT). 
Dann wurden je 30 mL entnommen und die notwendigen Volumina Natriumdodecylsulfat-
Stammlösung und Ammoniumperoxodisulfat-Stammlösung sowie N,N,N',N'-Tetramethyl-
ethylendiamin (TEMED) hinzugefügt (Trenngel-Lösung B). 
 
Tabelle 3.10: Zusammensetzung der Tricin-SDS-PAGE-Lösungen. 
Komponente / Bemerkungen Konzentration 
 
Acrylamid-Bisacrylamid-Stammlösung 
Acrylamid (C3H5NO) 6,75 M 
N,N′-Methylenbisacrylamid (Bisacrylamid; C7H10N2O2) 97,30 mM 
in hH2O; Lagerung bei 4,0 bis 5,0 °C 
 
Natriumdodecylsulfat-Stammlösung 
Natriumdodecylsulfat (SDS; C12H25NaO4S) 346,74 mM 
in hH2O; Lagerung bei RT 
 
Ammoniumperoxodisulfat-Stammlösung 
Ammoniumperoxodisulfat (APS; [NH4]2S2O8) 438,21 mM 
in hH2O; Lagerung in Portionen zu je 1,5 mL bei -20 °C   
 
Gelpuffer-Stammlösung 
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol (Tris; C4H11NO3) 3,0 M 
in hH2O, pH mit Salzsäure (HCl) auf 8,45 eingestellt; Lagerung bei RT 
 
Anodenpuffer-Stammlösung 
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol (Tris; C4H11NO3) 1,0 M 
in hH2O, pH mit Salzsäure (HCl) auf pH 8,90 eingestellt; Lagerung bei RT 
 
Kathodenpuffer-Stammlösung 
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol (Tris; C4H11NO3) 1,0 M 
N-(Tri[hydroxymethyl]methyl)glycin (Tricin; C6H13NO5) 1,0 M 
Natriumdodecylsulfat (SDS; C12H25NaO4S) 34,67 mM 
in hH2O, pH nicht eingestellt; Lagerung bei RT 
 
Nach kurzem Durchmischen der Komponenten (30 sec, 2500 min
−1
, RT; Vortexmischer) 
wurden die resultierenden, viskosen Trenngel-Flüssigkeiten zügig in die Gelkammern ge-
füllt, vorsichtig mit zuvor im Verhältnis eins zu zwei in dH2O verdünnter Gelpuffer-
Stammlösung überschichtet und die Gelkammern ruhend gelagert (18 h, 4,0 bis 5,0 °C). 
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Letzteres sollte eine gleichmäßige Polymerisation der Trenngele gewährleisten. Danach 
wurde der verdünnte Gelpuffer wieder entfernt, die Sammelgel-Lösungen analog zur be-
schriebenen Vorgehensweise vorbereitet (Zusammensetzung siehe Tabelle 3.11) und die 
Trenngele mit den Sammelgel-Lösungen überschichtet. Das Einfügen der erforderlichen 
Kämme sowie zwei kurze Inkubationsphasen zwecks gleichmäßiger Polymerisation der 
Sammelgele (1,0 h, RT sowie 2,0 h, 4,0 bis 5,0 °C) schlossen den Herstellungsprozess ab. 
 
Tabelle 3.11: Zusammensetzung der Lösungen für Trenn- (9,8 %) und Sammelgel (4,1 %). 
Komponente / Bemerkungen Konzentration 
 
Trenngel-Lösung A 
Acrylamid-Bisacrylamid-Stammlösung 8,0 mL 
Gelpuffer-Stammlösung 13,333 mL 
Harnstoff (C3H5NO) 14,41 g 
hochreines Wasser (hH2O) 7,339 mL 
nochmals filtriert, entgast (45 min, RT) 
 
Trenngel-Lösung B 
Ammoniumperoxodisulfat-Stammlösung 180 µL 
Natriumdodecylsulfat-Stammlösung 300 µL 
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED; C6H16N2) 16 µL 
Trenngel-Lösung A 30 mL 
ruhend gelagert (18 h, 4,0 bis 5,0 °C) 
 
Sammelgel-Lösung 
Acrylamid-Bisacrylamid-Stammlösung 1,0 mL 
Ammoniumperoxodisulfat-Stammlösung 180 µL 
Gelpuffer-Stammlösung 3,0 mL 
hochreines Wasser (hH2O) 7,68 mL 
Natriumdodecylsulfat-Stammlösung 120 µL 
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED; C6H16N2) 20 µL 
ruhend gelagert (1,0 h, RT; 2,0 h, 4,0 bis 5,0 °C)  
 
Unmittelbar nach Fertigstellung der Polyacrylamid-Gele wurden die Kämme entnommen, 
die Geltaschen mit dH2O ausgespült, dieses wieder möglichst rückstandslos entfernt und 
die Gelkammern in die Gelelektrophorese-Apparaturen eingespannt. Danach wurden die 
Anodentanks bis auf Höhe der Sammelgele mit zuvor im Verhältnis eins zu neun in dH2O 
verdünnter, vorgekühlter Anodenpuffer-Stammlösung aufgefüllt. Die anschließende Bela-
dung der Gele erfolgte "trocken", indem Volumina der in Probenpuffer aufgenommenen 
Homogenate und Fraktionen von jeweils 13 µg Gesamtproteingehalt (Einzelheiten siehe 
Abschnitt 3.3.2) sowie entsprechender Proteinstandards zunächst kurz aufgekocht (5,0 
min, 95 °C; Heizblock) und nach kurzer Abkühlungsphase (5,0 min, RT) in die Geltaschen 
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pipettiert wurden. Nach Überschichtung der Proben mit vorgekühlter, im Verhältnis eins 
zu neun in dH2O verdünnter Kathodenpuffer-Stammlösung erfolgte die Elektrophorese bei 
konstanter Stromstärke sowie automatisch angepasster Spannung (20 h, 30 mA pro Gel, 




Die Übertragung der in den Polyacrylamid-Gelen enthaltenen Proteine auf feste Träger-
membranen sowie die anschließende indirekte Immundetektion erfolgten in Anlehnung an 
die von Towbin et al. beschriebene Variante des Westernblots (Towbin et al., 1979). Hier-
bei kamen aus Polyvinylidenfluorid (PVDF) bestehende Membranen und ein der Größe der 
Polyacrylamid-Gele angemessener Transfertank zum Einsatz. Mit Ausnahme der Western-
blot-Puffer-Stammlösung wurden alle weiteren hierzu erforderlichen Puffer unmittelbar 
vor Gebrauch frisch angesetzt und - mit Ausnahme des Transfer-Puffers - unter Verwen-
dung von Filtern mit 0,2 µm Porengröße einfach filtriert. Die Zusammensetzungen von 
Stammlösung und Puffern sind nachfolgender Tabelle zu entnehmen. 
 
Tabelle 3.12: Zusammensetzung der Westernblot-Lösungen. 
Komponente / Bemerkungen Konzentration 
 
Transfer-Puffer 
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol (Tris; C4H11NO3) 25 mM 
Glycin (C2H5NO2) 192 mM 
Methanol (CH3OH) 10 % (v/v) 
Natriumdodecylsulfat (SDS; C12H25NaO4S) 1,73 mM  
in hH2O, pH nicht eingestellt, nicht filtriert; jeweils frisch angesetzt 
 
Westernblot-Puffer-Stammlösung 
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol (Tris; C4H11NO3) 100 mM 
Natriumchlorid (NaCl) 1,54 M 
in hH2O, pH nicht eingestellt; Lagerung bei RT 
 
Westernblot-Puffer 
Westernblot-Puffer-Stammlösung 10 % (v/v) 
in hH2O, pH auf 7,4 mit Salzsäure (HCl) eingestellt; jeweils frisch angesetzt 
 
Blockierungs-Puffer 
Hefeextrakt 2,5 % (w/v) 
Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat (Tween-20; C58H114O26) 0,1 % (w/v) 
Westernblot-Puffer-Stammlösung 10 % (v/v) 
in hH2O, pH auf 7,4 mit Salzsäure (HCl) eingestellt; jeweils frisch angesetzt 
 
In Vorbereitung des Tanktransfers wurden die PVDF-Membranen zunächst in reinem Me-
thanol aktiviert (1,0 min, RT), das Methanol durch zweimaliges Spülen sowie kurzfristige 
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Inkubation in hH2O wieder entfernt (5,0 min, RT) und die Membranen sowie alle für den 
Transfer-Stapel benötigten Materialien für mindestens 15 Minuten bei RT in Transfer-
Puffer inkubiert (Zusammensetzung siehe Tabelle 3.12). Parallel wurden die Polyacryla-
mid-Gele aus den Gelelektrophorese-Apparaturen entnommen und in vorgekühltem Trans-
fer-Puffer bei leichter Bewegung equilibriert (15 min, 15 min
−1
, 4,0 °C; Plattformschütt-
ler). Danach erfolgte die Assemblierung der Transfer-Stapel in mit Transfer-Puffer gefüll-
ten Kunststoffbehältern. Hierzu wurden zunächst die Kathoden-Platten in die Behälter ge-
legt und auf diesen je ein poröser Kunststoffschwamm, ein Stück Whatman-Papier (Dicke 
3,0 mm) und ein Polyacrylamid-Gel platziert. Dann wurden die PVDF-Membranen vor-
sichtig auf die Gele gelegt, eventuell vorhandene Luftblasen mittels einer Glaspipette ent-
fernt, die Membranen mit jeweils einem weiteren Stück Whatman-Papier (Dicke 0,34 mm) 
sowie einem porösen Kunststoffschwamm abgedeckt und die Anoden-Platten aufgebracht. 
Der Proteintransfer erfolgte nach Füllung der Transfer-Tanks mit den entsprechenden Vo-
lumina des Transfer-Puffers und Einsetzen der Transfer-Stapel bei konstanter Spannung 
und automatisch angepasster Stromstärke (20 h, 12 V, 4,0 °C) sowie unter ständiger Be-
wegung des Puffers (15 min
−1
; Magnetrührer). Nach Abschluss des Proteintransfers wur-
den die PVDF-Membranen durch zweimaliges Spülen sowie kurzfristige Inkubation in 
hH2O gereinigt (5,0 min, RT) und zunächst auf Whatman-Papieren (Dicke 0,34 mm) ent-
sprechender Größe lichtgeschützt getrocknet (48 h, RT).  
Zur anschließenden indirekten Immundetektion der jeweiligen Zielproteine wurden die 
Membranen zunächst wie zuvor beschrieben aktiviert und in Blockierungs-Puffer bei leich-
ter Bewegung inkubiert (Zusammensetzung siehe Tabelle 3.12), um die verbleibenden Pro-
teinbindestellen zu blockieren (2,0 h, 45 min
−1
, RT; Plattformschüttler). Danach wurden 
die jeweils erforderlichen Primärantikörper-Lösungen in Blockierungs-Puffer verdünnt 
(genutzte Primärantikörper und Verdünnungen siehe Tabelle 3.3), die notwendigen Volu-
mina zusammen mit den Membranen in Kunststoffbeutel eingeschweißt und zuerst für 16 
Stunden bei 4,0 °C, dann für 2,5 Stunden bei RT und leichter Bewegung inkubiert (20 
min
−1
; Überkopfschüttler). Im Anschluss wurden die Primärantikörper durch dreifaches 
Waschen der Membranen (je 10 min, 45 min
−1
, RT; Plattformschüttler) mit Blockierungs-
Puffer wieder entfernt, die erforderlichen Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekundäran-
tiköper in Blockierungs-Puffer verdünnt (genutzte Sekundärantikörper und Verdünnungen 
siehe Tabelle 3.3) und zusammen mit den Membranen nach Einschweißen in Kunststoff-
beuteln erneut bei leichter Bewegung inkubiert (2,0 h, 20 min
−1
, RT; Überkopfschüttler). 
Dann wurden die Sekundärantikörper durch dreifaches Waschen der Membranen (je 10 
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min, 45 min
−1
, RT; Plattformschüttler) mit Westernblot-Puffer (Zusammensetzung siehe 
Tabelle 3.12) wieder entfernt, das Chemilumineszenz-Substrat durch Mischung der beiden 
gebrauchsfertig gelieferten Detektionsreagenzien im Verhältnis eins zu eins vorbereitet 
und die Membranen sowie die entsprechende Volumina der Substratlösungen in Kunst-
stoffbeutel eingeschweißt. Die anschließende Detektion der Immunkonjugate, bezie-
hungsweise die Visualisierung der Chemilumineszenz-Signale, erfolgte mittels eines ent-
sprechend ausgestatteten digitalen Bildgebungssystems. Abschließend wurden Rückstände 
des Chemilumineszenz-Substrates durch dreifaches Waschen der Membranen mit hH2O 
entfernt (je 20 min, 45 min
−1
, RT; Plattformschüttler) und die Membranen bis zur weiteren 
Verwendung auf Whatman-Papieren entsprechender Größe lichtgeschützt bei RT gelagert.  
3.4 Fluoreszenzmikroskopie und Fluorimetrie 
Unabhängig davon, dass die jeweils erforderlichen Stammlösungen und Medien-Kompo-
nenten meist bereits filtriert vorlagen, wurden ausnahmslos alle im Rahmen der fluores-
zenzbasierten Analysen genutzten Kulturmedien, Puffer und Lösungen vor Gebrauch unter 
Verwendung von Filtern mit 0,2 µm Porengröße nochmals zweifach filtriert.  
3.4.1 Fluoreszenzmarkierung von Zielmolekülen und Fluoreszenzmikroskopie 
Im Falle der fluoreszenzmikroskopischen Analysen wurden zunächst Zellkultur-
Filtereinsätze oder autoklavierte Deckgläschen in die zwölf Vertiefungen entsprechender 
Mikrotiterplatten transferiert und auf diesen Subkulturen von 3,0 x 10
4
 oder 6,7 x 10
5
 Zel-
len pro Vertiefung angelegt (siehe Abschnitte 3.2.2 und 3.2.3). Nach der Aussaat erfolgte 
die Kultivierung der Zellen je nach experimentellem Ansatz für 36, 48 oder 72 Stunden 
wie zuvor beschrieben (siehe Abschnitte 3.2.2). Zwölf Stunden vor Beginn der jeweiligen 
Experimente wurden die Kulturmedien gegen FKS-freie Kulturmedien ausgetauscht. Da-
nach erfolgte zunächst - falls erforderlich - die Markierung subzellulärer Strukturen mittels 
fluoreszierender Farbstoffe beziehungsweise Fluorochrom-gekoppelter Peptide oder die 
Entfernung von glykosylierungsabhängig gebundenem Galektin-3 mittels Laktose.  
Zur Markierung zellulärer Membranen wurden die erforderlichen Farbstoff-Lösungen auf 
37 °C vorgewärmt (Zusammensetzung siehe Tabelle 3.13), die Kulturmedien gegen die 
Farbstoff-Lösungen ausgetauscht und die Kultivierung bei 37 °C für fünf Minuten fortge-
setzt. Bei Nutzung Fluorochrom-gekoppelter Peptide erfolgten die Inkubationsphasen ent-
weder durchgängig bei 37 °C oder aber bei 4,0 °C. Im ersten Falle wurden die Kulturmedi-
en durch auf 37 °C vorgewärmte Mikroskopie-Peptid-Lösungen ersetzt (Zusammensetzung 
siehe Tabelle 3.13) und die Inkubation bei 37 °C für 80 Minuten fortgesetzt. Im zweiten 
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Fall wurden die Zellen zunächst für 20 Minuten bei 4,0 °C vorinkubiert, dann die Kultur-
medien durch entsprechend vorgekühlte Peptid-Lösungen ausgetauscht und die Inkubation 
bei 4,0 °C für 80 Minuten fortgesetzt. Zur Entfernung des auf den Zelloberflächen an Gly-
koliganden gebundenen Galektin-3 wurden die Zellen für 20 Minuten bei 4,0 °C vorinku-
biert, dann dreifach mit vorgekühltem Zellkultur-Puffer gespült und anschließend in vor-
gekühlter Laktose-Lösung (Zusammensetzung siehe Tabelle 3.13) bei leichter Bewegung 
inkubiert (45 min, 20 min
−1
, 4,0 °C; Plattformschüttler). Die anschließende Präparation der 
Zellen erfolgte entweder unmittelbar im Anschluss oder nach indirekter Immunfluores-
zenzmarkierung der Zielproteine wie nachfolgend beschrieben.  
 
Tabelle 3.13: Zusammensetzung von Membranfarbstoff-, Peptid- und Laktose-Lösungen. 
Komponente / Bemerkungen Konzentration 
 
Membranfarbstoff-Lösung 
Cell Mask Deep Red Plasma Membrane Stain 0,1 % (v/v) 
in je nach Zelllinie erforderlichem, FKS-freiem Kulturmedium; jeweils frisch angesetzt 
 
Mikroskopie-Substratpeptid-Lösung 
5(6)-Carboxyfluorescein-TTDS-NRLLLTG-OH 10,4 µM 
Dimethylsulfoxid (DMSO; C2H6OS) 0,3 % (v/v) 
in je nach Zelllinie erforderlichem, FKS-freien Kulturmedium; jeweils frisch angesetzt 
 
Mikroskopie-Kontrollpeptid-Lösung 
5(6)-Carboxyfluorescein-TTDS-NRNNNTG-OH 10,4 µM 
Dimethylsulfoxid (DMSO; C2H6OS) 0,3 % (v/v) 
in je nach Zelllinie erforderlichem, FKS-freien Kulturmedium; jeweils frisch angesetzt 
 
Laktose-Lösung 
Laktose (C12H22O11) 150 mM 
in Zellkultur-Puffer (pH 7,4, nicht eingestellt); jeweils frisch angesetzt 
   
Nach den Kultivierungs- beziehungsweise Vorbereitungsphasen wurden die Zellen mit 
vorgekühltem Mikroskopie-Puffer gewaschen (dreifach, je 2,5 min, 4,0 °C; Zusammenset-
zung siehe Tabelle 3.14), mittels vorgekühlter Paraformaldehyd-Lösung fixiert (45 min, 
4,0 °C; Zusammensetzung siehe Tabelle 3.14) und das Fixans durch erneutes Waschen 
wieder entfernt (dreifach, je 5,0 min, 4,0 °C). War eine Permeabilisierung erforderlich, 
wurde diese unmittelbar im Anschluss an die Fixierung durch Inkubation der Zellen in 
Triton-X-100-Lösung realisiert (45 min, 4,0 °C; Zusammensetzung siehe Tabelle 3.14). 
Nach Abschluss der Permeabilisierungsphase wurden die nichtionischen Tenside durch 
Waschen mit Mikroskopie-Puffer wieder entfernt (dreifach; je 5,0 min, 4,0 °C). Sollten die 
Zielproteine indirekt fluoreszenzmarkiert werden, wurden sowohl die fixierten als auch die 
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nach Fixierung permeabilisierten Zellen in Blockierungs-Lösung inkubiert (1,0 h, 4,0 °C; 
Zusammensetzung siehe Tabelle 3.14). Hierdurch sollten unspezifischen Interaktionen der 
zu nutzenden Antikörper weitestgehend eingeschränkt werden. Zeitgleich wurden die Pri-
märantikörper in Blockierungs-Lösung verdünnt (genutzte Antikörper und Verdünnungen 
siehe Tabelle 3.3) und bis zur weiteren Verwendung gekühlt gelagert. 
 
Tabelle 3.14: Zusammensetzung der Mikroskopie-Puffer und -Lösungen. 
Komponente / Bemerkungen Konzentration 
 
Mikroskopie-Puffer-Stammlösung 
Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat (Na2HPO4*2H2O) 30 mM 
Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat (NaH2PO4*2H2O) 30 mM 
Natriumchlorid (NaCl) 390 mM 
in hH2O, pH nicht eingestellt; Lagerung bei RT 
 
Mikroskopie-Puffer 
Mikroskopie-Puffer-Stammlösung 33,33 % (v/v) 
in hH2O, pH mit Natriumhydroxid (NaOH) auf 7,2 eingestellt; jeweils frisch angesetzt 
 
Paraformaldehyd-Lösung 
Natriumhydroxid (NaOH) 400 µM 
Paraformaldehyd (PFA; OH[CH2O]nH [mit n = 8 bis 100]) 4,0 % (w/v) 
Mikroskopie-Puffer-Stammlösung 10 % (v/v) 
in hH2O, pH mit Salzsäure (HCl) auf 7,2 eingestellt; Lagerung in 20 mL Portionen bei -20 °C  
 
Triton-X-100-Lösung 
Triton X-100 (C14H22O[C2H4O]n [mit n = 9 bis 10]) 0,1 % (v/v) 
in Mikroskopie-Puffer (pH 7,2, nicht eingestellt); jeweils frisch angesetzt 
 
Blockierungs-Lösung 
Bovines Serumalbumin (BSA) 1,0 % (w/v) 
in Mikroskopie-Puffer (pH 7,2, nicht eingestellt); jeweils frisch angesetzt 
 
Hoechst-33342-Lösung 
Hoechst 33342 (C27H31Cl3N6O) 1,78 µM 
in Mikroskopie-Puffer (pH 7,2, nicht eingestellt); jeweils frisch angesetzt 
 
Während der Blockierungsphasen wurden die feuchten Kammern assembliert. Letztere 
bestanden aus rechteckigen Kunststoffbehältern inklusive entsprechender Deckel, welche 
zuunterst mit je einer Lage Whatman-Papier von 3,0 mm Dicke, darüber mit einer Glas-
platte sowie einer abschließenden Schicht Parafilm versehen und bis auf Höhe der jeweili-
gen Glasplatte mit hH2O befüllt worden waren. Nach Abschluss der Blockierungsphase 
wurden die Deckgläschen einzeln aus den Mikrotiterplatten entnommen oder die Membra-
nen aus den Zellkultur-Filtereinsätzen entfernt, in die feuchten Kammern transferiert und 
die Primärantikörper-Lösungen aufgebracht. Nach entsprechender Inkubationsphase (16 h, 
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4,0 °C) wurden die Primärantikörper durch Waschen mit Blockierungs-Lösung entfernt 
(fünffach; je 5,0 min, 4,0 °C), währenddessen die erforderlichen Sekundärantikörper in 
Blockierungs-Lösung verdünnt (genutzte Antikörper und Verdünnungen siehe Tabelle 3.3) 
und bis zur Verwendung gekühlt gelagert. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Se-
kundärantikörper-Lösungen aufgebracht, die Proben nochmals inkubiert (2,0 h, 4,0 °C) 
und verbleibende, ungebundene Sekundärantikörper durch Waschen mit Mikroskopie-
Puffer entfernt (dreifach; je 5,0 min, 4,0 °C). Eine anschließende Inkubation der Zellen in 
Hoechst-33342-Lösung (20 min, 4,0 °C; Zusammensetzung siehe Tabelle 3.14) zur Mar-
kierung der Desoxyribonukleinsäuren sowie das Entfernen verbleibender, freier Farbstoffe 
durch Waschen mit Mikroskopie-Puffer (dreifach; je 5,0 min, 4,0 °C) beendeten die Fluo-
reszenzmarkierung von Zielproteinen beziehungsweise Zielstrukturen.  
Das abschließende Eindeckeln der Proben erfolgte, indem je 20 µL eines gebrauchsfertig 
gelieferten Einbettungsmediums auf Objektträger aufgebracht, die Deckgläschen kurz in 
hH2O getunkt, auf feinen Papiertüchern abgetropft und auf den Objektträgern platziert 
wurden. Zum Eindeckeln der Membranen wurde ähnlich verfahren, allerdings nach Plat-
zierung derselben auf den Objektträgern zunächst ein zusätzlicher Tropfen Einbettungsme-
dium je Membran aufgebracht und diese erst dann mit Deckgläschen abgedeckt.  
Nach Lagerung der Präparate für mindestens 72 Stunden bei 4,0 °C erfolgte die Analyse 
entsprechend den jeweiligen experimentellen Erfordernissen entweder mittels eines Laser-
Scanning-Mikroskops oder eines klassischen Epifluoreszenz-Mikroskops, wobei jeweils 
Ölimmersionsobjektive mit 40-facher oder 63-facher Vergrößerung genutzt wurden. Die 
Aufnahme von Bildstapeln mit maximal 0,4 µm Auflösung entlang der Z-Achse erfolgte 
grundsätzlich mittels des konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops und unter Verwendung 
eines Ölimmersionsobjektivs mit 40-facher Vergrößerung. 
3.4.2 Fluorimetrische Messung von Fluoreszenzintensitäten 
Im Falle der Fluorochrom-gekoppelten Peptide erfolgten in Ergänzung der fluoreszenz-
mikroskopischen Analysen auch fluorimetergestützte Messungen von Fluoreszenzintensi-
täten. Hierzu wurden 6,7 x 10
5
 Zellen wie zuvor beschrieben entweder direkt in jede der 12 
Vertiefungen entsprechender Mikrotiterplatten transferiert oder die Mikrotiterplatten mit 
Deckgläschen bestückt und die Zellen auf diesen ausgesät (siehe Abschnitte 3.2.2 und 
3.2.3). In beiden Fällen folgte nach der Aussaat eine Kultivierungsphase von 72 Stunden. 
Die anschließende Vorbereitung der Proben erfolgte entweder mit entsprechend vorge-
wärmten Lösungen und durchgängig bei 37 °C oder mit vorgekühlten Lösungen und 
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durchgängig bei 4,0 °C. In beiden Fällen wurden die Zellen zunächst mit Zellkultur-Puffer 
gewaschen (dreifach; je 5,0 min; Zusammensetzung siehe Tabelle 3.6), danach für die je-
weils erforderlichen Zeiträume mit den Fluorimetrie-Peptid-Lösungen inkubiert (Zusam-
mensetzung siehe Tabelle 3.15) und zwecks Entfernung freier Peptide in Zellkultur-Puffer 
gewaschen (dreifach; je 5,0 min). Bei Nutzung von Deckgläschen wurden diese im An-
schluss in neue Mikrotiterplatten transferiert, vorsichtig mit Zellkultur-Puffer überschichtet 
und mittels eines als Fluorimeter verwendbaren Mikrotiterplatten-Lesegerätes analysiert.  
 
Tabelle 3.15: Zusammensetzung von Lyse-Puffer und Fluorimetrie-Peptid-Lösung. 
Komponente / Bemerkungen Konzentration 
 
Lyse-Puffer 
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol (Tris; C4H11NO3) 20 mM 
Natriumchlorid (NaCl) 50 mM 
Natriumdesoxycholat (C24H39NaO4) 12 mM 
Triton X-100 (C14H22O[C2H4O]n [mit n = 9 bis 10]) 0,05 % (v/v) 
in hH2O, pH mit Salzsäure (HCl) auf 8,0 eingestellt; Lagerung bei 4,0 °C 
 
Fluorimetrie-Substratpeptid-Lösung 
5(6)-Carboxyfluorescein-TTDS-NRLLLTG-OH 10,4 µM 
Dimethylsulfoxid (DMSO; C2H6OS) 0,3 % (v/v) 
in Zellkultur-Puffer (pH 7,4, nicht eingestellt); jeweils frisch angesetzt 
 
Fluorimetrie-Kontrollpeptid-Lösung 
5(6)-Carboxyfluorescein-TTDS-NRNNNTG-OH 10,4 µM 
Dimethylsulfoxid (DMSO; C2H6OS) 0,3 % (v/v) 
in Zellkultur-Puffer (pH 7,4, nicht eingestellt); jeweils frisch angesetzt 
 
Die direkt in den Vertiefungen der Mikrotiterplatten kultivierten Zellen wurden analog zur 
bereits beschriebenen Homogenisierung aufbereitet (siehe Abschnitt 3.3.1), dabei jedoch 
durch Inkubation in Lyse-Puffer auch chemisch aufgeschlossen (45 min, 30 min
−1
, 4,0 °C; 
Überkopfschüttler; Zusammensetzung des Lyse-Puffers siehe Tabelle 3.15). Danach wur-
den die Gesamtproteinkonzentrationen der Lysate wie zuvor beschrieben bestimmt und 
aneinander angeglichen (siehe Abschnitt 3.3.2). Die abschließende Analyse der Proben 
erfolgte ebenfalls mittels eines als Fluorimeter nutzbaren Mikrotiterplatten-Lesegerätes.  
3.5 Datenerhebung, Datenauswertung und Statistik 
Zur Quantifizierung von Westernblots wurde die Software "LabImage 1D" genutzt. Die 
fluorimetrischen Daten wurden mittels der Steuerungssoftware des Mikrotiterplatten-
Lesegerätes erfasst. Zur Auswertung wurden die jeweils resultierenden Datensätze in das 
Programm "Excel" importiert, die sich aus den entsprechenden Messwerten ergebenden 
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Mittelwerte sowie Standartabweichungen berechnet und die Resultate in Diagrammform 
aufbereitet. Darüber hinaus notwendige einfaktorielle Varianzanalysen (aufgrund der eng-
lischen Bezeichnung "Analysis of Variance" auch unter der Abkürzung ANOVA bekannt) 
sowie die Korrekturen der entsprechenden Datensätze nach der Bonferroni-Methode wur-
den mittels der Software "GrapPad Prism" realisiert.  
Im Falle der fluoreszenzmikroskopischen Analysen erfolgte die digitale Bildgebung mittels 
der Steuerungssoftware der genutzten Mikroskope. Für Quantifizierung und Aufbereitung 
fluoreszenzmikroskopischer Bilder wurde die Software "Leica Application Suite X" ge-
nutzt. Die Erstellung von Maximalprojektionen und 3D-Rekonstruktionen aus konfokalen 
Bildstapeln wurde mittels des Moduls "3D Viewer" derselben Software realisiert.  
Die abschließende Zusammenfassung von Einzelbildern sowie die Erstellung von Über-
sichtsabbildungen erfolgte mittels des Programmes "Illustrator", gegebenenfalls erforderli-
che Anpassungen von Helligkeit und Kontrast wurden unter Verwendung der Software 
"Photoshop" vorgenommen. Als Textverarbeitungsprogramm kam die Software "Word" 
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4 Ergebnisse 
Im Unterschied zu gesunden Zellen weisen Tumorzellen allgemein eine erhöhte basale 
Expression von HSPA1A und HSPA1B auf (nachfolgend zusammenfassend als "Hsp70" 
bezeichnet), zweier stressinduzierbarer Vertreter der Familie der Hitzeschockproteine mit 
einem Molekulargewicht von 70 Kilodalton (kDa; Ciocca und Calderwood, 2005; Calder-
wood et al., 2006). Darüber hinaus exponieren sie Hsp70 in beziehungsweise auf den 
Plasmamembranen als integrale, periphere oder Rezeptor-gebundene Proteine (Multhoff et 
al., 1995). Hsp70 in Form integraler Plasmamembranproteine wurde bislang ausschließlich 
bei Tumorzellen nachgewiesen und fungiert als Erkennungsstruktur für natürliche Killer-
zellen, weshalb das Chaperon als wichtiger Tumormarker angesehen wird (Multhoff et al., 
1997; Multhoff und Hightower, 2011). Allerdings können unterschiedliche Tumorzelltypen 
etwa bezüglich basaler Expressionsintensitäten und Mengen des integralen Hsp70 erheb-
lich differieren. Daher wurden im Rahmen des Dissertationsprojektes "Vergleichende Ana-
lyse von basaler und stressinduzierter Expression sowie Lokalisation der Hitzeschockpro-
teine von 70 Kilodalton Molekulargewicht HSPA1A und HSPA1B (Hsp70) bei humanen 
Tumorzellen" die beiden Mammakarzinom-Zelllinien T47D und MCF7 sowie die Osteo-
sarkom-Zelllinie U2OS bezüglich der genannten Eigenschaften detailliert charakterisiert. 
Hierdurch sollten Unterschiede und Gemeinsamkeiten identifiziert werden, die sich gege-
benenfalls als Ansatzpunkte für Tumordiagnostik und Tumortherapie eignen könnten. 
4.1 Trotz unterschiedlicher basaler und stressinduzierter Expression 
von Hsp70 bleibt der zeitliche Verlauf der Stressantwort konstant  
Zur biochemischen Charakterisierung der Hsp70-Stressantworten wurden die T47D-, 
MCF7- und U2OS-Zellen entweder durchgängig bei 37 °C kultiviert oder zunächst einem 
nichtletalen Hitzeschock ausgesetzt (44 °C, 25 Minuten) und anschließend für Erholungs-
phasen von zwei bis 24 Stunden wiederum bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen 
homogenisiert, durch differentielle Zentrifugation verbliebene intakte Zellen und Zellkerne 
entfernt und die resultierenden zellkernfreien Homogenate - wenn erforderlich - in Zyto-
sol- und Membranfraktionen getrennt. Nach Bestimmung und Angleichung der Protein-
konzentrationen wurden die resultierenden Proben mittels N-(Tri[hydroxymethyl]methyl) 
glycin-Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (aufgrund des Englisch 
"Sodium Dodecyl Sulfate" genannten und mit "SDS" abgekürzten Natriumdodecylsulfats 
nachfolgend als "Tricin-SDS-PAGE" bezeichnet; Schägger und Jagow, 1987) und an-




Seite 55 von 190 
4.1.1 Die basalen  Hsp70-Expressionsintensitäten  der  Zelllinien  sind unterschiedlich 
Nach erfolgter Fraktionierung wurde zunächst die Reinheit der Fraktionen verifiziert, in-
dem Homogenate sowie Zytosol- und Membranfraktionen auf das Vorhandensein diverser 
Markerproteine geprüft wurden (Abbildung 4.1). Hierbei waren, mit Ausnahme des bei den 
U2OS-Zellen nicht detektierbaren E-Cadherins, alle weiteren Zielproteine in den Homoge-




Abbildung 4.1: Die differentielle Zentrifugation ermöglicht eine Anreicherung peripherer und integra-
ler Membranproteine. Zellkernfreie Homogenate (ZH) ungestresster (Z1, M1) sowie gestresster (Z2, M2; 
44 °C, 25 Minuten, vier Stunden Erholungszeit bei 37 °C) T47D-, MCF7- und U2OS-Tumorzellen wurden in 
zytosolische (Z1, Z2) und Membranfraktionen (M1, M2) getrennt. Zehnprozentige Polyacrylamidgele wur-
den mit Proben von jeweils 13 Mikrogramm Gesamtproteingehalt beladen und die Proteine nach elektropho-





-ATPase, Caveolin-1), überwiegend zytosolischer (LDH) sowie direkt oder indi-
rekt mit Membranen interagierender beziehungsweise in subzellulären Kompartimenten enthaltener Proteine 
(Alix, β-Catenin, Hsp60, α-Tubulin, Aktin, GAPDH, LDH, Galectin-3) wurde durch Markierung der jeweili-
gen Zielproteine mit entsprechenden Primär- und Enzym-gekoppelten Sekundärantikörpern verifiziert.  
 
Integrale Membranproteine konnten in den Zytosolfraktionen entweder nicht detektiert 
werden (CD29, Wu et al., 2004; E-Cadherin, Giepmans und van Ijzendoorn, 2009;  Caveo-





-ATPase, Galva et al., 2012). In Homogenaten und Membranfraktionen waren 
diese Proteine hingegen grundsätzlich detektierbar, wobei die Bandenintensitäten bei den 
Membranfraktionen grundsätzlich deutlich stärker ausgeprägt waren als bei den Homoge-
naten. Proteine hingegen, deren Vorhandensein auf der Oberfläche bestimmter Tumorzell-
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1996; Tubulin, Rubin et al., 1982; Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase [GAPDH], 
Correa et al., 2010), waren in beiden Fraktionen detektierbar. Gleiches galt für Proteine, 
die direkt mit Membranen beziehungsweise Membranlipiden interagieren können (ALG-2-
interagierendes Protein X [Alix], Bissig et al., 2013; Hsp60, Bruyn et al., 2000; Tubulin, 
Caron und Berlin, 1987; Aktin, Gicquaud und Wong, 1994; GAPDH, Montalbano et al., 
2012; Galectin-3, Lukyanov et al., 2005; Laktat-Dehydrogenase [LDH], Terlecki et al., 
2006), die direkt oder indirekt in Membranen verankert sind (Tubulin, Aktin, β-Catenin) 
oder die in subzellulären, von Membranen umschlossenen Strukturen enthalten sein kön-
nen (Hsp60, Soltys und Gupta, 1996; Alix, Théry et al., 2001).  
Insgesamt betrachtet entsprachen die Ergebnisse somit den Erwartungen. Zwar konnte die 
absolute Reinheit der Fraktionen nicht abschließend beurteilt werden, da ursprünglich als 
ausschließlich zytosolisch lokalisiert betrachtete Proteine wie GAPDH und LDH (Sidibe et 
al., 2007; Maryanovich et al., 2012) zur direkten Interaktion mit Membranen fähig und 
somit als zytosolische Marker nicht geeignet sind (Terlecki et al., 2006; Montalbano et al., 
2012). Jedoch gelang eine Anreicherung integraler sowie peripherer Membranproteine und 
es konnte davon ausgegangen werden, dass die Membranfraktionen neben subzellulären 
Membranen hauptsächlich Bestandteile von Plasmamembranen enthielten. Da mittels dif-
ferentieller Zentrifugation somit eine ausreichende Trennung der erforderlichen Zellbe-
standteile erzielt werden konnte, wurde derselben für die folgenden Experimente der Vor-
zug vor der deutlich komplexeren Dichtegradientenzentrifugation gegeben. 
Nachdem die Eignung des methodischen Ansatzes für die geplanten biochemischen Analy-
sen verifiziert worden war, wurde die Spezifität der zur Verfügung stehenden Hsp70-
Antikörper geprüft. Der polyklonale Antikörper sc-1060 soll gemäß den Angaben des Her-
stellers gegen ein synthetisches Peptid gerichtet sein, welches lediglich die C-terminale 
Region des humanen Hsp70 umfasst. Bei vorbereitenden Analysen mittels Westernblot 
hatte dieser Antikörper allerdings nicht nur eine, sondern zwei sehr nahe beieinanderlie-
gende Banden geliefert. Bei Verwendung des monoklonalen Antikörpers sc-59569 hinge-
gen, für dessen Produktion laut Hersteller vollständiges, rekombinantes humanes Hsp70 als 
Antigen verwendet wurde, konnte stets nur eine einzelne Bande detektiert werden (verglei-
che Abbildung 4.2). Daher wurden vergleichende Analysen mittels Westernblot durchge-
führt, bei welchen HSPA8 (nach der englischen Bezeichnung "Heat Shock Cognate 71 kDa 
Protein" nachfolgend als "Hsc70" bezeichnet) als interne Referenz diente. Kreuzreaktionen 
der jeweils erforderlichen Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekundärantikörper, welche 
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wurden durch Nutzung separater Westernblot-Membranen für die monoklonalen bezie-
hungsweise polyklonalen Hsp70-Antikörper sowie sequentielle immunologische Markie-




Abbildung 4.2: Die Mammakarzinom-Zelllinien T47D und MCF7 zeigen eine höhere basale Expres-
sionsintensität von Hsp70 als die Osteosarkom-Zelllinie U2OS. Zellkernfreie Homogenate (ZH) unge-
stresster (Z1, M1) und gestresster Zellen (Z2, M2; 44 °C, 25 Minuten, vier Stunden Erholungszeit bei 37 °C) 
wurden in Zytosol- (Z1, Z2) und Membranfraktionen (M1, M2) getrennt. Nach elektrophoretischer Auftren-
nung der Proteine (je 13 Mikrogramm Gesamtproteingehalt) wurden diese auf Polyvinylidenfluorid-
Membranen übertragen. Danach wurde Hsp70 auf getrennten Membranen entweder mittels des polyklonalen 
Antikörpers (pAk) sc-1060 oder des monoklonalen Antikörpers (mAk) sc-59569 und entsprechender Sekun-
därantikörper markiert und detektiert. Nach densitometrischer Quantifizierung wurde die Bande mit der 
jeweils höchsten Intensität als 100 % definiert und die relativen Werte der anderen Banden dementsprechend 
umgerechnet. Danach wurde das beschriebene Verfahren für Hsc70 unter Nutzung des mAk ab51052 wie-
derholt. (A) Ergebnisse der einzelnen Westernblots und Überlagerungen der jeweils für Hsp70 und Hsc70 
erfassten Banden. (B) Ergebnisse der densitometrischen Quantifizierungen und Umrechnungen in Form von 
Säulendiagrammen. Zur besserer Vergleichbarkeit sind die entsprechenden Prozentwerte oberhalb der Säu-
len zusätzlich angegeben (Mittelwerte +/- Standardabweichung; n = 2). *1 = Aus Kreuzreaktionen der Se-
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Wie Abbildung 4.2 zeigt, lieferten beide Hsp70-Antikörper in Homogenaten sowie Zyto-
sol- und Membranfraktionen aller Zelllinien jeweils Banden auf vergleichbarer Höhe. 
Auch die durch den Hitzeschock induzierten Änderungen der Bandenmuster und die relati-
ven Bandenintensitäten waren ähnlich ausgeprägt. Die bei Nutzung des Hsc70-Antikörpers 
detektierbaren Banden lagen hingegen klar erkennbar oberhalb der entsprechenden Hsp70-
Banden. Die Bandenmuster und Bandenintensitäten unterschieden sich deutlich von jenen, 
welche die Hsp70-Antikörper lieferten. Dementsprechend konnte davon ausgegangen wer-
den, dass die beiden Hsp70-Antikörper zumindest Hsc70 nicht gebunden hatten. Darüber 
hinaus lag die bei Nutzung des polyklonalen Antikörpers sc-1060 vereinzelt auftretende 
zweite, schwache Bande nahe der eigentlichen Hsp70-Bande. Die zweite Bande war nur 
nachweisbar, wenn die Hsp70-Konzentration relativ zum Gesamtproteingehalt der Proben 
aufgrund des Hitzeschocks deutlich angestiegen war. Somit konnte eine Kreuzreaktivität 
des sc-1060-Antikörpers, etwa gegenüber anderen Mitgliedern der HSP70-Familie, zwar 
nicht endgültig ausgeschlossen werden. Doch ließ insbesondere das durch den Hitzeschock 
induzierte verstärkte Auftreten der zweiten Bande eher beginnenden enzymatischen Abbau 
des Zielproteins oder posttranslationale Modifikationen vermuten. Daher wurde der poly-
klonale Antikörper sc-1060 als für Hsp70 ausreichend spezifisch eingestuft.  
Abgesehen von den beschriebenen, lediglich Fraktionierungsqualität und Antikörperspezi-
fität betreffenden Ergebnissen, erlaubte der gewählte methodische Ansatz (Analyse von 
Proben gleicher Proteinkonzentration aller drei Zelllinien im Rahmen derselben Tricin-
SDS-PAGE beziehungsweise desselben Westernblots) einen direkten Vergleich der basa-
len Expressionsintensitäten. Auch Vergleiche der prozentualen Verhältnisse zwischen zy-
tosolischem und Membran-assoziiertem Hsc70 beziehungsweise Hsp70 wurden so ermög-
licht. Bezüglich der basalen Hsp70-Expressionsintensitäten zeigten sich hierbei deutliche 
Unterschiede zwischen den Zelllinien (Abbildung 4.2 B): Relativ zum Gesamtproteinge-
halt und exklusive kernlokalisierter Proteine exprimierten die T47D- und MCF7-Mamma-
karzinom-Zellen unter physiologischen Bedingungen deutlich mehr Hsp70 als die U2OS-
Osteosarkom-Zellen (T47D: 100 %; MCF7: 70 ± 3,0 %; U2OS: 37 ± 19 %). Hsc70 hinge-
gen wurde von den MCF7-Zellen deutlich stärker exprimiert als von den T47D- und den 
U2OS-Zellen (MCF7: 100 %; T47D: 33 ± 9,0 %; U2OS 30 ± 10 %). 
Bezüglich der prozentualen Verteilung der Chaperone auf Zytosol- und Membranfraktio-
nen zeigten die Zelllinien hingegen deutliche Gemeinsamkeiten (Abbildung 4.3): Relativ 
zum Hsp70- beziehungsweise Hsc70-Gehalt der Zellen und exklusive der nukleären Cha-
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sowohl des stressinduzierbaren Chaperons Hsp70 (T47D: 92 ± 1,3 %; MCF7: 86 ± 2,1 %; 
U2OS: 80 ± 10,1 %), als auch des konstitutiv exprimierten Chaperons Hsc70 (T47D: 82 ± 
1,2 %; MCF7: 83 ± 6,0 %; U2OS: 69 ± 24,3 %). Diesbezüglich ergaben sich auch nach 




Abbildung 4.3: Stressinduziert ändern sich die prozentualen Verhältnisse zwischen zytosolisch lokali-
siertem und Membran-assoziiertem beziehungsweise in subzellulären Kompartimenten enthaltenem 
Hsp70 und Hsc70 bei T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen nicht. Zum Vergleich des Hsp70- beziehungswei-
se des Hsc70-Gehalts von Zytosolfraktionen (weiß) und Membranfraktionen (grau) wurden die in Abbildung 
4.2 gezeigten Ergebnisse der densitometrischen Quantifizierung der Westernblots anhand der bekannten 
Verdünnungsfaktoren mathematisch korrigiert. Die resultierenden Werte der Fraktionspaare wurden addiert, 
als 100 % definiert und darauf basierend die prozentualen Hsp70-Anteile (A) beziehungsweise Hsc70-
Anteile (B) der Fraktionen errechnet. Zur übersichtlicheren Darstellung wurden die sich aus der Nutzung 
beider Hsp70-Antikörper ergebenden Resultate zusammengefasst. Die Säulendiagramme zeigen die prozen-
tualen Anteile von Hsp70 und Hsc70 an Zytosol- und Membranfraktionen (Mittelwerte +/- Standardabwei-
chungen; Hsp70: n = 4, Hsc70: n = 2) der Zellen vor (37 °C) und nach (44 °C) dem Hitzeschock.   
 
4.1.2 Die Expression von Alix, Galektin-3 und Hsc70 wird bei allen drei Zelllinien, 
die von GAPDH nur bei den MCF7- und U2OS-Zellen durch Stress beeinflusst 
Um Beeinträchtigungen der biochemischen Analyse der durch einen Hitzeschock induzier-
ten Hsp70-Expressionänderungen auszuschließen, wurde nach Prüfung der Fraktionie-
rungseffizienz versucht, eine geeignete Ladekontrolle zu identifizieren. Idealerweise sollte 
es sich um ein Protein handeln, welches von allen drei Zelllinien synthetisiert wird, sowohl 
in Zytosol- als auch in Membranfraktionen enthalten ist, sich bezüglich seiner Masse mög-
lichst deutlich von Hsp70 unterscheidet und dessen Expression weder auf transkriptionel-
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lich waren jedoch keine alle drei genutzten Zelllinien umfassenden Informationen verfüg-
bar. Lediglich bei Zytoskelett-Elementen konnte davon ausgegangen werden, dass deren 
Expression oder Struktur durch einen Hitzeschock beeinträchtig wird (Pawlik et al., 2013). 
Letzteres konnte im Rahmen vorbereitender Experimente für β-Aktin bestätigt werden: 
Dieses Strukturprotein wurde zumindest von T47D- und MCF7-Zellen nach einem Hitze-
schock verstärkt exprimiert (vergleiche Anhang, Abbildung 9.1).  
Weitere vorbereitende Analysen ließen darauf schließen, dass auch die Expression der Pro-
teine α-Tubulin, β-Catenin, Alix, Galektin-3 und GAPDH durch thermischen Stress beein-
flusst werden kann, wenngleich bei den einzelnen Zelllinien in unterschiedlicher Ausprä-
gung (vergleiche Anhang, Abbildung 9.2). Da somit eine verlässliche Ladekontrolle vorab 
nicht zweifelsfrei identifiziert werden konnte, erfolgte die Hsp70-Expressionanalyse für 
jede Tumorzelllinie und Fraktion separat. Um Fehlerquellen zumindest erkennen und deren 
Auswirkungen abschätzen zu können, wurde die Analyse auf die Proteine Alix, Galektin-3, 
GAPDH und Hsc70 ausgedehnt (Abbildung 4.4).  
Die Ergebnisse der Experimente zeigten bei allen drei Zelllinien stressinduzierte Schwan-
kungen der Konzentrationen des multifunktionellen Proteins Alix sowohl in den Zytosol-, 
wie auch in den Membranfraktionen (Abbildung 4.4 A). Zwar gestaltete sich der Nachweis 
des Proteins bei den beiden Mammakarzinom-Zelllinien T47D und MCF7 vergleichsweise 
schwierig, was im Rahmen der Quantifizierung zu relativ hohen Standardabweichungen 
führte. Trotzdem konnten auch bei diesen beiden Zelllinien statistisch signifikante bezie-
hungsweise sehr signifikante Konzentrationsänderungen nachgewiesen werden, die auf 
einen sinusförmigen Verlauf der Expressionsschwankungen schließen ließen. 
Bei den Zytosolfraktionen der T47D-Zellen stieg die Alix-Konzentration zwischen zwei 
und acht Stunden zunächst um 138 ± 24 %, entsprechend einer Verdopplung der Konzent-
ration (Abbildung 4.4 A). Bis zehn Stunden blieb die Konzentration stabil auf dem erhöh-
ten Niveau, sank danach langsam und erreichte 24 Stunden nach dem Hitzeschock wieder 
den Ausgangswert. Bei den T47D-Membranfraktionen erhöhte sich die Konzentration bis 
acht Stunden um 199 ± 113 %, sank aber bereits zwischen acht und zehn Stunden wieder 
auf ein in etwa dem Nullstundenwert entsprechendes Niveau. Im Falle der MCF7-Zellen 
erhöhte sich die Alix-Konzentration in den Zytosolfraktionen zwischen vier und sechs 
Stunden zunächst um 100 ± 43 %, fiel bis 18 Stunden jedoch wieder auf den Ausgangs-
wert. In den MCF7-Membranfraktionen erfolgte der Konzentrationsanstieg bereits zwi-
schen zwei und vier Stunden, fiel mit 49 ± 14 % jedoch vergleichsweise geringfügig aus. 
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Im Gegensatz zu den beiden Mammakarzinom-Zelllinien konnte bei den U2OS-Osteo-
sarkom-Zellen zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Erhöhung der Alix-Expression nach-
gewiesen werden. Vielmehr nahm die Konzentration des Proteins in beiden Fraktionen 
kontinuierlich ab: 24 Stunden nach dem Hitzeshock lagen die Alix-Konzentrationen in den 
U2OS-Zytosolfraktionen um 36 ± 7,0 % unter dem Zweistundenwert, in den U2OS-
Membranfraktionen um 51 ± 17 % unter dem entsprechenden Vierstundenwert.  
Im Gegensatz zu Alix waren im Falle des ß-Galaktoside-bindenden Proteins Galektin-3 bei 
allen drei Tumorzelllinien vergleichsweise niedrige Standardabweichungen zu verzeichnen 
(Abbildung 4.4 B). Dies ermöglichte die Identifikation statistisch sehr beziehungsweise 
höchst signifikanter Konzentrationsänderungen, welche bei den beiden Mammakarzinom-
Zelllinien und der Osteosarkom-Zelllinie unterschiedlich ausgeprägt waren. 
Bei den T47D-Zellen blieb die Galektin-3-Konzentration in den Zytosolfraktionen bis etwa 
acht Stunden nach Stresseinwirkung zunächst konstant, sank zwischen acht und 24 Stun-
den aber um 80 ± 23 % (Abbildung 4.4 B). In den T47D-Membranfraktionen stieg die 
Konzentration bis sechs Stunden zunächst um 86 ± 15 %, blieb bis mindestens zwölf Stun-
den stabil auf dem erhöhten Niveau, sank danach langsam und lag nach 24 Stunden nur 
noch geringfügig über dem Nullstundenwert. Demgegenüber blieben die Konzentrationen 
von Galektin-3 im Falle der MCF7-Zellen in beiden Fraktionen bis etwa acht Stunden nach 
Stresseinwirkung konstant. Zwischen acht und 24 Stunden sanken die Konzentrationen 
jedoch um 53 ± 18 % in den MCF7-Zytosolfraktionen und um 53 ± 35 % in den MCF7-
Membranfraktionen. Bei den U2OS-Zellen hingegen war in beiden Fraktionen ein Anstieg 
der Konzentration von Galektin-3 nachweisbar. Bis sechs Stunden nach dem Hitzeschock 
stieg die Konzentration des zytosolischen Galektin-3 zunächst um 70 ± 16 %, fiel bis 12 
Stunden jedoch wieder auf den Ausgangswert. In den U2OS-Membranfraktionen stieg die 
Galektin-3-Konzentration bis acht Stunden geringfügig um 34 ± 10 %, sank bis 24 Stunden 
jedoch wieder auf ein Niveau, welches dem der ungestressten Zellen entsprach.  
Wie dargestellt variierten die stressinduzierten Expressionsmuster von Alix und Galektin-3 
zum Teil nicht nur zwischen den Zelllinien, sondern auch zwischen den Zytosol- und 
Membranfraktionen derselben Zelllinie. Demgegenüber zeigte sich im Falle von GAPDH 
ein interessanter Zusammenhang zwischen der Ausprägung der Expressionsschwankung 
und dem jeweiligen basalen Hsp70-Expressionsniveau der Zellen (Abbildung 4.4. C).  
Die Expression von GAPDH wurde nur bei den T47D-Zellen, also den Zellen mit dem 
höchsten basalen Hsp70-Expressionsniveau (vergleiche Abbildung 4.2), nicht durch den 
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MCF7- und U2OS-Zellen zwar vergleichsweise geringfügige, gleichwohl aber statistisch 
signifikante Konzentrationsschwankungen nachweisbar. Im Falle der MCF7-Zellen, die 
unter physiologischen Bedingungen weniger Hsp70 exprimierten als die T47D-Zellen, 
sank die GAPDH-Konzentration in den Zytosolfraktionen kontinuierlich und lag 24 Stun-
den nach dem Hitzeschock um 34 ± 9,0 % unter dem Nullstundenwert. Demgegenüber 
stieg die Konzentration in den MCF7-Membranfraktionen zwischen vier und sechs Stun-
den zunächst um 37 ± 12 %, sank bis 24 Stunden jedoch wieder auf den Ausgangswert. Bei 
den U2OS-Zellen hingegen, die ein deutlich geringeres basales Hsp70-Expressionsniveau 
aufwiesen als die beiden Mammakarzinom-Zelllinien, blieb die GAPDH-Konzentration in 
den Membranfraktionen weitgehend konstant. Die Konzentration des zytosolischen En-
zyms jedoch stieg bis sechs Stunden nach Stresseinwirkung um 98 ± 24 % an, entspre-
chend einer Verdopplung der Expression. Nach acht Stunden begann die GAPDH-
Konzentration in den U2OS-Zytosolfraktionen wieder zu sinken, lag nach 24 Stunden je-
doch noch immer 56 ± 18 % über dem Niveau der ungestressten Zellen. 
Auch im Falle des konstitutiv exprimierten Hsc70 konnten statistisch signifikante bezie-
hungsweise höchst signifikante stressinduzierte Konzentrationsänderungen nachgewiesen 
werden (Abbildung 4.4 D). Diese verliefen in beiden Fraktionen einer jeden Zelllinie 
grundsätzlich vergleichbar. Allerdings zeigten die MCF7- und U2OS-Zellen einen ähnli-
chen zeitlichen Verlauf der Hsc70-Stressantwort, welcher sich deutlich von jenem der 
T47D-Zellen unterschied. Letzteres ließ einen Zusammenhang zwischen der Hsc70-Stress-
antwort und dem basalen Hsp70-Expressionsniveau der Zellen vermuten.  
Im Falle der T47D-Zellen erwiesen sich in beiden Fraktionen lediglich vergleichsweise 
geringfügige Konzentrationsverminderungen als statistisch signifikant (Abbildung 4.4 D). 
So reduzierte sich die Konzentration von Hsc70 zwischen sechs und 24 Stunden nach dem 
Hitzeschock in den Zytosolfraktionen um 38 ± 16 %, in den Membranfraktionen um 57 ± 
4,0 %. Die MCF7- und U2OS-Zelllinien hingegen zeigten einen deutlich ausgeprägten, 
sinusförmigen Verlauf der Konzentrationsschwankungen: Bis sechs Stunden stiegen die 
Hsc70-Konzentrationen in den MCF7-Zytosolfraktionen um 43 ± 10 %, in den MCF7-
Membranfraktionen um 94 ± 24 %. Bei diesen Zellen fielen die Konzentrationen bis 18 
Stunden wieder auf die Niveaus der Nullstundenwerte. Bei den U2OS-Zellen zeigte sich 
bis sechs Stunden eine Konzentrationssteigerung von 86 ± 17 % in den Zytosolfraktionen 
sowie von 22 ± 9,0 % in den Membranfraktionen. Nach 18 Stunden erreichte die Hsc70-
Konzentration in den U2OS-Zytosolfraktionen wieder den Ausgangswert, lag in den 
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Abbildung 4.4: Durch einen Hitzeschock wird die Expression von Alix, Galektin-3 und Hsc70 bei allen 
drei Zelllinien, die von GAPDH nur bei MCF7- und U2OS-Zellen beeinflusst. Proben ungestresster 
(Null Stunden) und gestresster Zellen (44 °C, 25 Minuten) nach unterschiedlichen Erholungsperioden (37 °C, 
zwei bis 24 Stunden) wurden homogenisiert und durch differentielle Zentrifugation in zellkernfreie Zytosolf-
raktionen (ZF; durchgehende graue Linien und Kreise) und Membranfraktionen (MF; gestrichelte schwarze 
Linien und Vierecke) getrennt. Die in den Fraktionen enthaltenen Proteine wurden gelelektrophoretisch auf-
getrennt, auf Polyvinylidenfluorid-Membranen übertragen und die Zielproteine Alix (A), Galektin-3 (B), 
GAPDH (C) und Hsc70 (D) sequentiell immunologisch markiert beziehungsweise detektiert. Um die resul-
tierenden Bandenintensitätswerte der einzelnen Westernblots miteinander vergleichen zu können, wurden 
jeweils die Intensitäten aller Banden eines Blots densitometrisch quantifiziert, die Bande mit der höchsten 
Intensität als 100 % definiert und die relativen Werte der anderen Banden des Blots basierend auf dieser 
Definition errechnet. Danach wurden die Daten einer einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) unterzogen 
und nach Bonferroni korrigiert, um statistisch signifikante Werte sowie die sich aus diesen ergebenden Diffe-
renzen auch bei geringen Intensitätsunterschieden identifizieren zu können. Die Diagramme (DG) zeigen die 
Ergebnisse der densitometrischer Quantifizierung (Mittelwerte +/- Standardabweichungen; n ≤ 3) der Wes-
ternblots (WB). Die Tabellen (TB) zeigen die sich innerhalb der angegebenen Zeiträumen ergebenden Diffe-
renzen statistisch signifikanter Konzentrationsänderungen (* = P ≤ 0,05; ** = P ≤ 0,01; *** = P ≤ 0,001) als 
Prozentpunkte (%p). Um das zur digitalen Bildgebung genutzten Detektionssystem auf Abbildungsfehler zu 
prüfen, wurde bei den Membranfraktionen der MCF7-Zelllinie die Position einer Probe variiert, die in der 
Abbildung zur besseren Übersicht an der korrekten Position dargestellt ist (|*|). 
 
Insgesamt betrachtet musste aus den zuvor für Alix, Galektin-3, GAPDH und Hsc70 be-
schriebenen Ergebnisse gefolgert werden, dass die jeweiligen Konzentrations- beziehungs-
weise Expressionsschwankungen tatsächlich aus der Stressexposition resultierten. Dement-
sprechend war keines der genannten Proteine als interne Referenz für alle drei Zelllinien 
und jeweils beide Fraktionen nutzbar. Andererseits ergaben sich aber auch keine offen-
sichtlichen Hinweise auf Beeinträchtigungen der Analysen durch vermeidbare methodische 
Fehler, wie etwa abweichende Gesamtproteinkonzentrationen einzelner Proben oder un-
gleichmäßig beladene Geltaschen. Im Rahmen weiterer Analysen ließen sich auch für 
Hsp60 und die Hitzeschockproteine von 90 kDa Molekulargewicht (Hsp90) stressinduzier-
te Konzentrationsänderungen nachweisen (vergleiche Anhang, Abbildung 9.3). Diese un-
terschieden sich jedoch bezüglich Verlauf beziehungsweise Ausprägung deutlich von je-
nen, welche für die nachfolgend beschriebene Hsp70-Stressanwort charakteristisch sind 
(Abbildung 4.5). Somit konnte davon ausgegangen werden, dass der gewählte methodische 
Ansatz auch ohne Nutzung einer internen Referenz Ergebnisse liefern würde, die für eine 
detaillierte Charakterisierung der Hsp70-Stressanwort ausreichend präzise sind. 
4.1.3 Trotz unterschiedlicher Expressionsmaxima ist der zeitliche Verlauf der 
Hsp70-Stressantwort   bei  MCF7-,  T47D-  und  U2OS-Tumorzellen  vergleichbar 
Während bezüglich der stressinduzierten Konzentrations- respektive Expressionsänderun-
gen von Alix, Galektin-3, GAPDH und Hsc70 stets Unterschiede zwischen mindestens 
zwei der drei Zelllinien beobachtet werden konnten, unterschieden sich im Falle von 
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Abbildung 4.5: Stressinduziert akkumuliert Hsp70 zeitgleich in den Zytosol- und Membranfraktionen 
aller analysierten Zelllinien, jedoch mit für die jeweilige Zelllinie charakteristischen Steigerungsraten. 
Proben ungestresster und gestresster T47D- (A), MCF7- (B) und U2OS-Zellen (C) nach unterschiedlichen 
Erholungsperioden (zwei bis 24 Stunden) wurden wie zuvor beschrieben fraktioniert und mittels Gelelektro-
phorese, Westernblot sowie densitometrischer Quantifizierung analysiert. Die Bandenintensitäten jedes Blots 
wurden auf die Bande der höchsten Intensität normalisiert, die resultierenden Werte zwecks Identifizierung 
signifikanter Konzentrationsschwankungen einer einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) unterzogen und 
nach Bonferroni korrigiert. Die Diagramme (DG) zeigen die Ergebnisse der Quantifizierung (Mittelwerte +/- 
Standardabweichungen; n ≤ 3) der Westernblots (WB). Die Tabellen (TB) zeigen die sich innerhalb der 
jeweiligen Zeiträumen ergebenden statistisch signifikanten Konzentrationsänderungen (* = P ≤ 0,05; ** = P 
≤ 0,01; *** = P ≤ 0,001) als Prozentpunkte (%p). Die Position einer Probe der MCF7-Membranfraktionen 
wurde ursprünglich variiert, diese ist in der Abbildung an korrekter Position dargestellt (|*|). 
 
Bei den T47D-Zellen (Abbildung 4.5 A) stieg die Hsp70-Konzentration bis sechs Stunden 
nach dem Hitzeschock in den Zytosolfraktionen um 83 ± 23 % und in den Membranfrak-
tionen um 132 ± 28 %, entsprechend einer Verdopplung der Expression. Ab etwa zehn 
Stunden begannen die Hsp70-Konzentrationen in beiden Fraktionen wieder zu sinken und 
erreichten bis 24 Stunden wieder die entsprechenden Nullstundenwerte. Die MCF7-Zellen 
(Abbildung 4.5 B) erreichten das Hsp70-Expressionsmaximum zwar ebenfalls nach sechs 
Stunden, allerdings stieg die Konzentration in den Zytosolfraktionen um 358 ± 50 % und 
in den Membranfraktionen um 402 ± 42 %, entsprechend einer Verfünffachung der Ex-
pression. Außerdem fielen die Konzentrationen nach zwölf Stunden nicht wieder auf Ni-
veaus, welche jenen der ungestressten Zellen entsprachen. Vielmehr lagen die Konzentra-
tionen nach 24 Stunden in den Zytosolfraktionen noch um 115 ± 20 % und in den Memb-
ranfraktionen um 182 ± 34 % über den entsprechenden Ausgangswerten.  
Die weitaus stärkste Hsp70-Stressantwort zeigten jedoch die U2OS-Osteosarkom-Zellen 
(Abbildung 4.5 C): Sechs Stunden nach dem Hitzeschock lag die Hsp70-Konzentration in 
den U2OS-Zytosolfraktionen um 1624 ± 174 % und in den U2OS-Membranfraktionen um 
1709 ± 164 % über den entsprechenden Nullstundenwerten. Ab etwa zwölf Stunden be-
gannen die Konzentrationen wieder langsam zu sinken, lagen nach 24 Stunden aber noch 
immer um etwa 1000 % über den Niveaus der ungestressten Zellen.  
Insgesamt betrachtet ließ sich somit feststellen, dass die drei Tumorzelllinien zwar unter-
schiedliche basale Hsp70-Expressionsniveaus und verschiedene Intensitäten der Hsp70-
Stressantworten aufwiesen. Darüber hinaus teilten sie aber auch interessante Gemeinsam-
keiten: Zum einen konnten bei keiner Zelllinie signifikante Unterschiede zwischen den 
Zytosol- und den Membranfraktionen nachgewiesen werden. Die Schwankungen der 
Hsp70-Konzentrationen verliefen in beiden Fraktionen stets vergleichbar. Zum anderen 
war der Verlauf der Hsp70-Stressantwort bei allen drei Zelllinien ähnlich: Die Hsp70-
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schen vier und sechs Stunden nach Stresseinwirkung die jeweiligen Maxima. Danach blie-
ben die Konzentrationen für einige Stunden stabil und sanken anschließend mit vergleich-
baren Reduktionsraten (T47D: -43 ± 12 %; MCF7: -48 ± 14 %; U2OS: -36 ± 10 %).  
Zusammenfassend erlauben die zuvor beschriebenen Ergebnisse folgende Schlussfolge-
rungen: (1) Die Expressionssteigerungsraten von GAPDH, Hsc70 und Hsp70 sind abhän-
gig vom basalen Hsp70-Expressionsniveau. Je mehr Hsp70 eine Zelle unter physiologi-
schen Bedingungen exprimiert, desto schwächer ist die Stressreaktion. (2) Der zeitliche 
Verlauf der Hsp70-Stressanwort ist unabhängig vom basalen Expressionsniveau. (3) Die 
Hsp70-Expressionsreduktionsrate (beziehungsweise die bei Abklingen der Stressreaktion 
innerhalb eines gewissen Zeitraums wiederverwertete oder exportierte Hsp70-Menge) ist 
unabhängig von Expressionssteigerungsrate und basalem Expressionsniveau.  
4.2 Tumorzellen konzentrieren Hsp70 und andere Proteine auf den 
extrazellulären  Plasmamembranseiten  auf  vesikulären  Strukturen 
Um die Hsp70-Lokalisationsmuster der Tumorzelllinien detailliert zu charakterisieren und 
um zu prüfen, inwieweit sich thermischer Stress auf diese auswirkt, wurden die T47D-, 
MCF7- und U2OS-Zellen entweder durchgängig bei 37 °C kultiviert oder zunächst einem 
nichtletalen Hitzeschock ausgesetzt (44 °C, 25 Minuten) und anschließend für eine Erho-
lungsphase von acht Stunden bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen fixiert, wenn 
erforderlich permeabilisiert und unspezifische Bindestellen blockiert. Nach Markierung der 
Zielproteine mittels entsprechender Primär- sowie Fluorochrom-gekoppelter Sekundäranti-
körper und der Desoxyribonukleinsäuren (DNS) mit Hoechst 33342 wurden die Präparate 
mittels konfokaler Laser-Scanning- sowie klassischer Fluoreszenzmikroskopie analysiert. 
4.2.1 Integrales  und  peripheres  Hsp70  sind  auf  der  extrazellulären  Seite  der 
Plasmamembran von  T47D-,  MCF7- und  U2OS-Zellen in Clustern lokalisiert  
Bereits eigene vorbereitende Experimente (vergleiche Anhang, Abbildung 9.4) wie auch 
Publikationen anderer Arbeitsgruppen (vergleiche beispielsweise Stangl et al., 2011; Ko-
valenko et al., 2012; Gehrmann et al., 2014) ließen vermuten, dass Hsp70 auf den extrazel-
lulären Seiten der Plasmamembranen von Tumorzellen nicht gleichmäßig verteilt vorliegt. 
Vielmehr scheint Hsp70 in räumlich begrenzten Bereichen zu akkumuliert. Daher wurden 
konfokale Bildstapel unpermeabilisierter, ungestresster sowie gestresster T47D-, MCF7- 
und U2OS-Zellen entlang der Z-Achse aufgenommen. Aus diesen Z-Bildstapeln wurden 
Maximalprojektionen und 3D-Rekonstruktionen der Zellen generiert, um die Lokalisation 
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Abbildung 4.6: T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen exponieren Hsp70 und Caveolin-1 auf der extraplas-
matischen Seite der Zellmembran. Nach Stressexposition ändert sich die Verteilung dieser Proteine 
nicht. Ungestresste (37 °C) und gestresste (44 °C, 25 Minuten; acht Stunden Erholungszeit bei 37 °C) T47D- 
(A, D), MCF7- (B, E) und U2OS-Zellen (C, F) wurden ohne Permeabilisierung für die Fluoreszenzmarkie-
rung vorbereitet. Die Zielproteine Hsp70 (grün) und Caveolin-1 (rot) wurden indirekt immunfluoreszenz-
markiert, wobei für Hsp70 der monoklonale (Primär-) Antikörper sc-59569 genutzt wurde. Die Markierung 
der DNS erfolgte mit Hoechst 33342 (blau). Z-Bilderstapel repräsentativer Zellen wurden mittels eines kon-
fokalen Laser-Scanning-Mikroskops (Leica TCS SP2, 40-fach Ölimmersionsobjektiv) aufgenommen und aus 
diesen Maximalprojektionen (MP) sowie 3D-Rekonstruktionen (3D) im Oberflächenmodus (OM) und hori-
zontale Querschnitte im Überblendungsmodus (BM) generiert. Um die Abbildungen der ungestressten direkt 
mit denen der gestressten Zellen vergleichen zu können (Probe), wurden alle Mikroskop- beziehungsweise 
Softwareeinstellungen zunächst zur Darstellung der Zielproteine auf den gestressten Zellen optimiert. Nach 
Abstimmung auf Präparate, bei deren Herstellung keine Primärantikörper verwendet worden waren (Kontrol-
le), wurden dieselben Einstellungen für die Analyse der ungestressten Zellen genutzt. Maßstab: 10 µm. 
 
Zunächst wurden Zellen analysiert, die nach dem Aussäen und vor Beginn des Experi-
ments für nur 36 Stunden unter physiologischen Bedingungen kultiviert worden waren, da 
dies der Vorgehensweise bei der vorangegangenen biochemischen Analyse entsprach. 
Hierbei wurde Hsp70 mittels des monoklonalen Antikörpers sc-59569 indirekt immunfluo-
reszenzmarkiert. Wie Abbildung 4.6 zeigt, ließen sich bei Verwendung dieses Antikörpers 
auf den unpermeabilisierten MCF7-Zellen starke Fluoreszenzsignale detektieren. Auf den 
T47D- und U2OS-Zellen hingegen waren nur schwache Signale erfassbar. Interessanter-
weise waren die Hsp70-Signale auf den MCF7-Zellen auf wenige, eng begrenzte Bereiche 
konzentriert (Abbildung 4.6 B, E), auf den T47D- und U2OS-Zellen aber gleichmäßig ver-
teilt (Abbildung 4.6 A, C, D, F). Nach Stressexposition stiegen die Hsp70-Signal-
intensitäten nicht signifikant, die Lokalisationsmuster blieben weitgehend konstant.  
Aufgrund der von Gehrmann et al. publizierten Ergebnisse durchflusszytometrischer Ana-
lysen, welche den MCF7-Zellen einen im Vergleich zu den T47D-Zellen höheren Gehalt 
von integralem Hsp70 bescheinigen (Gehrmann et al., 2014), entsprachen diese Ergebnisse 
grundsätzlich den Erwartungen. Allerdings deuteten die Resultate weiterführender Expe-
rimente darauf hin, dass die gleichmäßige Verteilung der Hsp70-Signale auf den T47D- 
und U2OS-Zellen darauf zurückzuführen sein könnte, dass diese Zellen 36 Stunden nach 
der Aussaat gerade erst mit der Bildung von Hsp70-Clustern begonnen hatten (vergleiche 
Anhang, Abbildung 9.4). Daher wurden in einem weiteren Versuchsansatz Zellen analy-
siert, die vor Beginn des Experiments zunächst für 72 Stunden unter physiologischen Be-
dingungen inkubiert worden waren. Um die Visualisierung von Hsp70 zu vereinfachen, 
kam hierbei der polyklonale Hsp70-Antikörper sc-1060 zum Einsatz. Darüber hinaus wur-
de ein fluoreszierender Membranfarbstoff genutzt, um die intrazellulären Membranen so-
wie die Plasmamembranen zu markieren und so die Position sowie die Anzahl der Hsp70-
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Abbildung 4.7: Auf den Oberflächen ungestresster und gestresster T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen 
akkumulieren integrales und peripheres Hsp70 in Clustern. Ungestresste (37 °C) und gestresste (44 °C, 
25 Minuten; acht Stunden Erholungszeit bei 37 °C) T47D- (A, D), MCF7- (B, E) und U2OS-Zellen (C, F) 
wurden ohne Permeabilisierung für die Fluoreszenzmarkierung vorbereitet. Das Zielprotein Hsp70 (grün) 
wurden unter Verwendung des polyklonalen (Primär-) Antikörpers sc-1060 indirekt immunfluoreszenzmar-
kiert. Die Markierung der zellulären Membranen erfolgte mittels eines fluoreszierenden Membranfarbstoffs 
("Cell Mask Deep Red Plasma Membrane Stain"; grau), die der DNS mit Hoechst 33342 (blau). Aus Bilder-
stapeln repräsentativer Zellen, aufgenommen mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Leica TCS 
SP2, 40-fach Ölimmersionsobjektiv), wurden Maximalprojektionen (MP) sowie 3D-Rekonstruktionen (3D) 
ganzer Zellen im Oberflächenmodus (OM) und horizontale Querschnitte im Überblendungsmodus (BM) 
generiert. Um die Abbildungen ungestresster und gestresster Zellen (Probe) direkt miteinander vergleichen 
zu können, wurden alle Mikroskop- beziehungsweise Softwareeinstellungen zunächst zur Visualisierung des 
Zielproteins auf den gestressten Zellen optimiert. Nach Abstimmung auf die entsprechenden Negativkontrol-
len (Kontrolle) erfolgte die Analyse der ungestressten Zellen mit denselben Einstellungen. Maßstab: 50 µm. 
 
Wie Abbildung 4.7 zeigt, waren bei Verwendung des polyklonalen Hsp70-Antikörpers sc-
1060 nicht nur auf den MCF7-Zellen, sondern auch auf den T47D- und U2OS-Zellen 
Hsp70-Signale hoher Intensität detektierbar. Diese waren grundsätzlich auf eng begrenzte 
Bereiche von zumeist sphärischer oder globulärer Erscheinung konzentriert und traten nur 
apikal oder lateral auf (Abbildung 4.7 A, B, C). Diese Lokalisationsmuster und die Intensi-
täten der Fluoreszenzsignale änderten sich auch nach Stressexposition nicht signifikant 
(Abbildung 4.7 D, E, F). Interessanterweise gelang es hierbei nicht mehr, die aufgrund des 
unterschiedlichen Gehalts von integralem Hsp70 zu erwartenden Unterschiede zwischen 
den einzelnen Zelllinien zu visualisieren. Die Hsp70-Signalintensitäten der sphärischen 
beziehungsweise globulären Strukturen unterschieden sich bereits bei einzelnen Zellen 
derselben Zelllinie so stark, dass signifikante Abweichungen zu Zellen anderer Zelllinien 
nicht erkennbar waren (vergleiche Abbildung 4.8 und Anhang, Abbildung 9.6).  
Da die Zelllinien T47D und MCF7 bislang nur bezüglich des Gehalts von integralem 
Hsp70 charakterisiert wurden (Gehrmann et al., 2014), obgleich das Chaperon auch als 
peripheres Membranprotein vorliegen kann, lag daher die Schlussfolgerung nahe, der 
polyklonale Hsp70-Antikörper könnte beide Formen des Proteins binden. Dementspre-
chend ließ sich aus den beschriebenen Ergebnissen folgern, dass die Tumorzellen die Ge-
samtheit des Membran-gebundenen Hsp70 auf ihren Oberflächen in einem längerfristigen 
Prozess in Clustern konzentrierten und dass dieser Vorgang durch thermalen Stress kaum 
beeinflusst wurde. Form und Größe der Cluster ließen weiterhin vermuten, dass es sich um 
in der Abschnürung begriffene Vesikel handeln könnte (entsprechend der englischen Be-
zeichnung "Shedding Vesicles" nachfolgend als "SVs" bezeichnet). Da die Hsp70-Cluster 
erst 72 Stunden nach der Aussaat bei allen drei Zelllinien deutlich erkennbar waren, wur-
den die Tumorzellen vor allen nachfolgend beschriebenen Experimenten für mindestens 
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4.2.2 Ein nichtletaler Hitzeschock hat bei T47D-, MCF7- und U2OS-Tumorzellen 
keine erkennbaren Auswirkungen auf die subzelluläre Lokalisation von Hsp70  
Wie zuvor bereits beschrieben, gelang es mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie 
nicht, unterschiedliche Hsp70-Signalintensitäten auf den Oberflächen ungestresster und 
gestresster Zellen nachzuweisen (Abbildungen 4.6 und 4.7). Abgesehen von der ungleich-
mäßigen Verteilung der Chaperone fiel hierbei auf, dass die Ausdehnung der Zellen ent-
lang der Z-Achse auch innerhalb einer Zelllinie bisweilen stark variierte, weshalb sich de-
ren optimalen Fokusebenen unterschieden. Daher wurde auf klassische Fluoreszenzmikro-
skopie zurückgegriffen, um die Auflösung entlang der Z-Achse zu vermindern. Hierdurch 
sollten die aus den unterschiedlichen Zellhöhen resultierenden Schwankungen der Signa-
lintensitäten nivelliert und so die Erfassung etwaige Unterschiede zwischen den Zellpopu-
lationen erleichtert werden. Die Analyse erfolgte wiederum unter Nutzung des polyklona-
len Hsp70-Antikörpers sc-1060 und wurde auf permeabilisierte Zellen ausgedehnt, um 
auch diese auf Auswirkungen der Stressexposition zu prüfen (Abbildung 4.8). 
Bezüglich der Hsp70-Lokalisationsmuster auf den unpermeabilisierten Zellen lieferte die 
klassische Fluoreszenzmikroskopie keine neuen Erkenntnisse (Abbildung 4.8 B). Die meist 
sphärischen beziehungsweise globulären Hsp70-Cluster waren bei allen drei Zelllinien 
detektierbar, nach Stressexposition konnten weder signifikante Änderungen der Lokalisa-
tionsmuster noch der Intensitäten der Fluoreszenzsignale beobachtet werden. Interessan-
terweise waren aber zur optimalen Visualisierung der Chaperone bei den MCF7-Zellen 
längere Belichtungszeiten und höhere Beleuchtungsintensitäten erforderlich als bei den 
T47D-Zellen (vergleiche Anhang, Legende zu Abbildung 9.6), obwohl die MCF7-Zellen 
mehr integrales Hsp70 in der Plasmamembran enthalten (Gehrmann et al., 2014). Da bis-
lang keine der Zelllinien bezüglich des Gehalts von peripherem Hsp70 charakterisiert wur-
de, ließ dies vermuten, dass bei T47D- und U2OS-Zellen ein Großteil des auf den Zell-
oberflächen exponierten Hsp70 in Form peripherer Membranproteine vorlag.  
Bei den permeabilisierten Proben fanden sich erstaunlicherweise nur marginale Hinweise 
auf die Hsp70-Cluster (Abbildung 4.8 A). Vielmehr verteilten sich bei diesen die Fluores-
zenzsignale mehr (T47D, MCF7) oder weniger gleichmäßig (U2OS) über Zytoplasma und 
Zellkerne. Vereinzelte lokale Akkumulationen waren bei T47D- und MCF7-Zellen zwar zu 
beobachten, im Vergleich zu den Hsp70-Clustern wiesen diese jedoch zumeist geringere 
Durchmesser auf. Im Falle der T47D-Zellen war darüber hinaus eine geringfügige Verstär-
kung von Hsp70-Signalen entlang der Zellperipherie erkennbar, dies ließ jedoch lediglich 
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Abbildung 4.8: Die subzelluläre Lokalisation von Hsp70 wird bei T47D-, MCF7- und U2OS-
Tumorzellen durch thermischen Stress nicht erkennbar beeinflusst. Jeweils 3,0 x 10
4
 (A, B) oder 6,7 x 
10
5
 (C, D) Zellen pro Probe beziehungsweise pro Deckgläschen wurden entweder durchgängig unter physio-
logischen Bedingungen kultiviert (37 °C) oder zunächst einem Hitzeschock ausgesetzt (44 °C, 25 Minuten) 
und für acht Stunden Erholungszeit bei 37 °C inkubiert. Danach wurden ungestresste und gestressten Zellen 
entweder mit (A, C) oder ohne Permeabilisierung (B, D) für die Fluoreszenzmarkierung vorbereitet. Hsp70 
wurde unter Verwendung des polyklonalen (Primär-) Antikörpers sc-1060 indirekter immunfluoreszenzmar-
kiert, die DNS mit Hoechst 33342 gefärbt. Dargestellt sind Überlagerungen der Einzelbilder der für Hsp70 
(grün) und DNS (blau) genutzten Detektionskanäle, aufgenommen mit einem inversen Fluoreszenzmikro-
skop (Leica DMI6000B, 63-fach Ölimmersionsobjektiv). Alle Mikroskop- beziehungsweise Softwareeinstel-
lungen wurden zur Darstellung der Zielproteine in den permeabilisierten, gestressten Zellen optimiert und im 
Anschluss ohne Änderungen für die unpermeabilisierten Präparate übernommen. Einzelkanalabbildungen 
und Bilder der jeweiligen Negativkontrollen sind im Anhang enthalten (Abbildung 9.6). Maßstab: 25 µm. 
 
Erneut konnten keine signifikanten Steigerungen der Hsp70-Signalintensitäten nach 
Stressexposition festgestellt werden. Als mögliche Erklärung für die Diskrepanz zwischen 
dieser Beobachtung (Abbildung 4.8) und den Ergebnissen der biochemischen Analysen 
(Abbildung 4.5) wurden zunächst die unterschiedlichen Zelldichten in Betracht gezogen, 
die für die biochemischen und die fluoreszenzmikroskopischen Analysen genutzt worden 
waren. Daher wurden die fluoreszenzmikroskopischen Analysen mit Proben wiederholt, 
deren Zelldichte jener entsprach, welche für die biochemischen Analysen genutzt worden 
war (Abbildung 4.8 C, D). Trotzdem gelang es nicht, den stressinduzierten Anstieg der 
Hsp70-Expression zu visualisieren oder quantitativ zu erfassen (vergleiche Anhang, Abbil-
dung 9.5). Somit musste davon ausgegangen werden, dass die im Falle von Hsp70 ähnli-
chen Signalintensitäten der ungestressten und gestressten Zellen nicht auf unterschiedliche 
Zelldichten, sondern auf die methodischen Einschränkungen zurückzuführen sind, denen 
die Immunfluoreszenzmikroskopie im Allgemeinen unterworfen ist (Melan und Sluder, 
1992). Die Beobachtung, dass sich die Lokalisationsmuster von Hsp70 nach Stressexposi-
tion entweder nicht (T47D, MCF7) oder nur sehr geringfügig (U2OS) änderten, ließ hinge-
gen vermuten, dass die subzelluläre Lokalisation der Chaperone durch thermischen Stress 
der gewählten Intensität und Dauer nicht wesentlich beeinflusst wurde.  
4.2.3 T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen exponieren neben Alix und der Na+/K+-
ATPase  auch  Centrin,  GAPDH,   LDH  und  α-Tubulin  auf  der  Zelloberfläche 
Wie die in Abbildung 4.6 dargestellten 3D-Rekonstruktionen und Maximalprojektionen 
unpermeabilisierter Zellen zeigten, war neben Hsp70 auch Caveolin-1 auf den Zellen 
detektierbar. Die Caveolin-1-Signale akkumulierten bei allen drei Zelllinien in begrenzten 
Bereichen, die aber nur auf den MCF7-Zellen mit Hsp70 kolokalisierten. Da Caveolin-1 
auf der Zelloberoberfläche mit Phosphatidylserin (PS) kolokalisierend vorliegen soll (Gar-
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Plasmamembranschicht enthalten ist (Riedl et al., 2011), lag die Vermutung nahe, auch die 
äußeren Membranschichten der T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen könnten PS enthalten. 
Allerdings musste hierbei das Vorliegen von Fixationsartefakten berücksichtigt werden. 
Daher wurden unpermeabilisierte und permeabilisierte T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen - 
wiederum mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie - bezüglich der Lokalisation 





ATPasen, Centrin, GAPDH, LDH, α-Tubulin und Hsp60 untersucht (Abbildung 4.9). 
Wie aufgrund des ubiquitären Vorkommens letztgenannter Proteine und der für gewöhn-
lich zytosolischen Expression zu erwarten, waren alle Zielpropteine innerhalb der permea-
bilisierten Zellen detektierbar. Im Falle von Aktin, GAPDH und LDH waren die Fluores-
zenzsignale diffus und überwiegend gleichmäßig über die zytoplasmatischen Bereiche der 
Zellen verteilt (Abbildung 4.9 A, F, G). Die Aktin-Signale ließen jegliche filamentöse Or-
ganisation vermissen, was für Tumorzellen jedoch keine ungewöhnliche Beobachtung ist 
(Brinkley et al., 1980). Die Lokalisationsmuster der α-Tubulin-Signale entsprachen im 
Falle der T47D- und U2OS-Zellen den für filamentöse Strukturen zu erwartenden, erschie-
nen bei den MCF7-Zellen hingegen diffus (Abbildung 4.9 H).  
Die Hsp60-Signale akkumulierten außerhalb der Zellkerne in einer Vielzahl kleiner, läng-
lich-ovaler und zusammenhängend erscheinender Bereiche (Abbildung 4.9 B), wie auf-
grund der überwiegend mitochondrialen Lokalisation dieser Chaperone zu erwarten war 
(Cappello et al., 2008). Alix erschienen bei allen drei Zelllinien gleichmäßig über Zyto-
plasma und Zellkerne verteilt, wobei im Bereich der Kerne auch kleine, lokale Akkumula-





ATPasen waren die Fluoreszenzsignale bei den MCF7- und U2OS-Zellen ausschließlich 
im zytoplasmatischen Bereich, bei den T47D-Zellen hingegen innerhalb des gesamten 
Zellinnenraums gleichmäßig verteilt (Abbildung 4.9 D). Lokale Akkumulationen entlang 
der Zellperipherie waren nur bei den MCF7-Zellen zu beobachten.  
Centrin war bei allen analysierten Zellen im gesamten Zellinnenraum detektierbar (Abbil-
dung 4.9 E). Hinweise auf eine Akkumulation von Centrin-Signalen in Form einiger weni-
ger punktförmiger Strukturen innerhalb der Zellen oder einem Punktepaar an jedem Zell-
pol, wie es für Tumorzellen in der Interphase beziehungsweise während der Mitose zu er-
warten wäre (Paoletti et al., 1996), ergaben sich nicht. Vielmehr waren die Centrin-Signale 
bei den MCF7-Zellen gleichmäßig verteilt, erschienen bei T47D- und U2OS-Zellen jedoch 
innerhalb der Zellkerne deutlich stärker als im umliegenden Zytoplasma (vergleiche Ab-
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Zellen eine Akkumulation von Fluoreszenzsignalen in Form kleiner, punktförmiger Struk-
turen um die Zellkerne herum. Allerdings bindet der genutzte Centrin-Primärantikörper 
gemäß den Angaben des Herstellers nicht nur die Centrin-1-, sondern auch die Centrin-2-
Isoform. Da darüber hinaus Zentrosomen-Hypertrophien für Tumorzellen nicht ungewöhn-
lich sind (Lingle et al., 1998), entsprachen die Centrin-Lokalisationsmuster der analysier-
ten Zellen grundsätzlich ebenfalls den Erwartungen. 
Caveolin-1 war bei den MCF7-Zellen diffus und gleichmäßig über Zytoplasma und Zell-
kerne verteilt (Abbildung 4.9 I). Bei den U2OS-Zellen bildeten die Fluoreszenzsignale ein 
fein gepunktetes Muster, wobei lokale Akkumulationen nur zwischen aneinander angren-
zenden Zellen zu beobachten waren. Im Gegensatz zu den MCF7- und U2OS-Zellen wie-
sen die T47D-Zellen sowohl Bereiche mit diffus und gleichmäßig verteiltem Caveolin-1, 
als auch solche mit punktförmig ausgeprägten Fluoreszenzsignalen auf. Darüber hinaus 
waren vereinzelte lokale Akkumulationen erkennbar. Diese traten jedoch nicht zwischen 
benachbarten, sondern bei einzelnen Zellen auf. Da vergleichbare Verteilungen von Caveo-
lin-1 bereits demonstriert wurden (Pinaud und Dahan, 2011; Du et al., 2014; He et al., 
2015) und das Protein in Zellkontaktbereichen akkumulieren kann (Galbiati et al., 1998; 
Volonte et al., 1999), entsprachen auch diese Lokalisationsmuster den Erwartungen.  
Im Gegensatz zur Analyse der permeabilisierten Proben lieferte die Untersuchung der un-
permeabilisierten Zellen interessantere Resultate. Aktin konnte nur auf den MCF7-Zellen 
(Abbildung 4.9 A), Hsp60 nur auf den T47D- und U2OS-Zellen detektiert werden (Abbil-
dung 4.9 B). In beiden Fällen waren die Fluoreszenzsignale jedoch extrem schwach und 
erschienen flächiger als die Hsp70-Cluster. Alle anderen Zielproteine waren auf den T47D-
sowie MCF7- und U2OS-Zellen detektierbar, wobei die Fluoreszenzsignale im Falle von 
Centrin, GAPDH, LDH und α-Tubulin in begrenzten Bereichen akkumulierten, deren 
Formen und Größen jenen der Hsp70-Cluster entsprachen (Abbildung 4.9 E, F, G, H).  
Auch die Alix-Signale waren auf begrenzte Bereiche konzentriert, diese erschienen jedoch 
größer und insgesamt flächiger als die Hsp70-Cluster (Abbildung 4.9 C). Ein ähnliches 




-ATPase auf den T47D- und U2OS-Zellen 
feststellbar, während das Lokalisationsmuster des Enzyms auf den MCF7-Zellen dem von 
Hsp70 entsprach (Abbildung 4.9 D). Caveolin-1 war auf den Oberflächen der T47D- und 
MCF7-Zellen weiträumig und flächig verteilt. Im Falle der MCF7-Zellen traten auch loka-
le Akkumulationen auf, deren Formen und Größen an die der Hsp70-Cluster heranreichten 
(Abbildung 4.9 I). Die unpermeabilisierten U2OS-Zellen hingegen wiesen ein punkförmi-
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Abbildung 4.9: Auf der Oberfläche ungestresster 





-ATPasen meist weiträumiger als Hsp70 
verteilt, Centrin, GAPDH sowie LDH und α-
Tubulin hingegen zeigen ein den Hsp70-Clustern 
entsprechendes Lokalisationsmuster. Ungestress-
te T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen wurden mit 
(+Triton) oder ohne Permeabilisierung (-Triton) für 
die Fluoreszenzmarkierung vorbereitet. Die Zielpro-





ATPase (D), Centrin (E), GAPDH (F), LDH (G), α-
Tubulin (H) und Caveolin-1 (I) wurden indirekt 
immunfluoreszenzmarkiert, die DNS mit Hoechst 
33342 gefärbt. Dargestellt sind die Überlagerungen 
der Einzelbilder der für die Visualisierung des je-
weiligen Zielproteins (grün) und der DNS (blau) 
genutzten Detektionskanäle, aufgenommen mit 
einem inversen Fluoreszenzmikroskop (Leica 
DMI6000B, 63-fach Ölimmersionsobjektiv). Alle 
Mikroskop- beziehungsweise Softwareeinstellungen 
wurden zunächst zur Darstellung des jeweiligen 
Zielproteins in den permeabilisierten Zellen opti-
miert, falls erforderlich auf die entsprechende Nega-
tivkontrolle abgestimmt und im Anschluss ohne 
jedwede Änderungen für die entsprechenden un-
permeabilisierten Präparate übernommen. Einzel-
kanalabbildungen und Bilder der jeweiligen Nega-
tivkontrollen sind im Anhang dargestellt (Abbil-
dung 9.7). Maßstab: 25 µm. 
 
Die Caveolin-1-Lokalisationsmuster waren insofern auffällig, als Cavelin-1 nur in der in-
neren Schicht der Plasmamembran verankert ist. Daher sollte das Protein bei unpermeabili-
sierten Zellen für Antikörper nicht zugänglich sein (Williams und Lisanti, 2004). Aller-
dings demonstrierten Aoki et al. die Bildung einer die Plasmamembran vollständig durch-
spannenden Form von Caveolin-1 infolge einer Punktmutation in der Transmembranregion 
(Aoki et al., 2010). Auch wird Caveolin-1 von einigen Tumorzelltypen sekretiert (Tahir et 
al., 2001). Dementsprechend musste berücksichtigt werden, dass die analysierten Zellen 
Caveolin-1 in mutierter Form exprimieren könnten oder dass extrazelluläres Caveolin-1 
auf den Oberflächen der Zellen mit Elementen der Plasmamembranen interagierte.  
Weiterhin musste die Möglichkeit in Betracht gezogen werden, dass durch die Fixierung 
ein ähnlicher Effekt ausgelöst wurde, wie ihn Aoki et al. beschrieben, wodurch nicht zwi-
schen intra- und extrazellulärem Caveolin-1 unterschieden werden konnte. Im Gegensatz 
hierzu ist im Falle der anderen Zielproteine das Vorliegen von Fixationsartefakten unwahr-
scheinlich. Denn diese interagieren entweder ohnehin nur peripher mit Membranen (Alix, 
Bissig et al., 2013; GAPDH, Montalbano et al., 2012; Hsp60, Bruyn et al., 2000), sind 









-ATPase) oder waren auf den unpermeabilisierten Zellen kaum bezie-
hungsweise nicht detektierbar (Hsp60, Aktin). Davon abgesehen ist von gesunden bezie-
hungsweise Tumorzellen bereits bekannt, dass auf deren Zellmembranen Alix, GAPDH 
und α-Tubulin vorhanden sein können (Rubin et al., 1982; Pan et al., 2008a; Correa et al., 
2010). Außerdem sind GAPDH, α-Tubulin und LDH zur direkten Interaktion mit PS fähig 
(Caron und Berlin, 1987; Terlecki et al., 2006; Montalbano et al., 2012), welches auf 
nicht-apoptotischen Tumorzellen vorhanden ist (Riedl et al., 2011). Dementsprechend  
ließen die beschriebenen Ergebnisse vermuten, dass die T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen 
tatsächlich PS auf den extraplasmatischen Seiten der Plasmamembranen exponierten.  
4.2.4 Hsp70 kolokalisiert auf der extraplasmatischen Seite der Zellmembran von 
T47D-, MCF7- und U2OS-Tumorzellen mit GAPDH sowie α-Tubulin und Alix 
Wie zuvor beschrieben, ließen Formen und Größen der Hsp70-, GAPDH- und α-Tubulin-
Cluster auf den unpermeabilisierten Zellen vermuten, dass es sich bei den Clustern um in 
der Abschnürung begriffene oder mit der Zellmembran verschmelzende SVs handeln 
könnte. Da PS einen großen Teil der Membranlipide extrazellulärer Vesikel ausmacht (Li-
ma et al., 2009) und Hsp70, GAPDH sowie α-Tubulin direkt mit PS interagieren (Caron 
und Berlin, 1987, 1987; Montalbano et al., 2012; Mahalka et al., 2014), erschien es denk-
bar, dass die Akkumulation der Proteine eine direkte Konsequenz der SV-Biogenese dar-
stellen könnte. Da in letzterem Falle jedoch alle drei Proteine auf den Zelloberflächen ko-
lokalisieren müssten, wurde diese Hypothese zunächst anhand von Kolokalisationsexperi-
menten überprüft. Hierfür wurden auf unpermeabilisierten Zellen jeweils zwei Zielproteine 
parallel immunfluoreszenzmarkiert, also jeweils Hsp70 und GAPDH, α-Tubulin oder Ak-
tin. Zur Markierung von Hsp70 kam wiederum der polyklonale Antikörper sc-1060 zum 
Einsatz. Die Analyse der resultierenden Proben erfolgte mittels konfokaler Laser-Scan-
ning-Mikroskopie und wurde auf das multifunktionelle Protein Alix ausgedehnt. Dieses ist 
in die Regulation beziehungsweise den Aufbau von Zelladhäsionskomponenten und Be-
standteilen der extrazellulären Matrix involviert, mit deren Beeinflussung im Fall der Ab-
schnürung großer SVs zu rechnen war (Pan et al., 2008a). 
Wie Abbildung 4.10 A zeigt, war Aktin auf den unpermeabilisierten Zellen mittels konfo-
kaler Laser-Scanning-Mikroskopie nicht detektierbar. Unter Berücksichtigung der extrem 
schwachen und eher flächig erscheinenden Aktin-Signale, die während der vorangegange-
nen fluoreszenzmikroskopischen Analyse auf den MCF7-Zellen aufgetreten waren (ver-
gleiche Abbildung 4.9 A), ließ dies vermuten, dass Aktin auf den Plasmamembranen der 
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Abbildung 4.10: Auf den Oberflächen ungestresster Tumorzellen kolokalisieren GAPDH, α-Tubulin 
und Alix mit Hsp70. Ungestresste T47D, MCF7- und U2OS-Zellen wurden ohne Permeabilisierung für die 
Fluoreszenzmarkierung vorbereitet und jeweils zwei Zielproteine in folgenden Kombinationen parallel indi-
rekt immunfluoreszenzmarkiert: Hsp70 und Aktin (A), Hsp70 und GAPDH (B), Hsp70 und α-Tubulin (C) 
sowie Hsp70 und Alix (D). Zur Markierung von Hsp70 wurde jeweils der polyklonalen (Primär-) Antikörper 
sc-1060 genutzt, die Markierung der DNS erfolgte mittels Hoechst 33342. Dargestellt sind Einzelbilder der 
für Hsp70 (grün) sowie das jeweilige zweite Zielprotein (rot) genutzten Detektionskanäle, sowie die Überla-
gerung dieser beiden Bilder mit dem jeweils zugehörigen Einzelbild des für die DNS genutzten Detektions-
kanals (blau), aufgenommen mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Leica TCS SP2, 40-fach 
Ölimmersionsobjektiv). Die jeweiligen Einzelkanalabbildungen und Bilder der entsprechenden Negativkon-
trollen sind im Anhang enthalten (Abbildung 9.8). Maßstab: 50 µm. 
 
Im Gegensatz zu Aktin waren GAPDH, α-Tubulin und Alix und den Oberflächen der 
T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen detektierbar (Abbildung 4.10 B, C, D). Die Lokalisa-
tionsmuster unterschieden sich nicht von den zuvor beschriebenen (vergleiche Abbildung 
4.9 C, F, H). Zudem überlappten die Hsp70-Signale bei allen drei Zelllinien stets präzise 
mit den GAPDH- beziehungsweise α-Tubulin-Signalen. Dies zeigte sehr deutlich, dass die 
drei letztgenannten Proteine auf den extraplasmatischen Seiten der Plasmamembranen der 
analysierten Tumorzellen tatsächlich an denselben Stellen lokalisiert waren.  
Auch die Hsp70- und Alix-Signale überschnitten sich auf den Zellen (Abbildung 4.10 D). 
Ein präzises Überlappen der Fluoreszenzsignale war jedoch nur auf den MCF7-Zellen fest-
stellbar. Auf den T47D- und U2OS-Zellen hingegen schien Alix insgesamt deutlich flächi-
ger und weiträumiger verteilt als Hsp70, akkumulierte jedoch generell nur in den Berei-
chen, in welchen auch Hsp70-Signale detektierbar waren. Dabei schienen die Hsp70-
Cluster in die Alix-positiven Bereiche der Plasmamembran "eingebettet" zu sein. Maxi-
malprojektionen und 3D-Rekonstruktionen konfokaler Z-Bildstapel bestätigten diesen Ein-
druck (Abbildung 4.11). Darüber hinaus ließen die 3D-Modelle erkennen, dass sowohl die 
Hsp70-Cluster als auch die Alix-positiven Flächen strikt auf apikale und laterale Bereiche 
der Zellperipherie beschränkt waren. Akkumulationen von Hsp70-Signalen in Form ovaler 
oder runder, vesikulär erscheinender Strukturen in Bereichen, in denen Alix nicht detek-
tiert werden konnte, waren nur bei den T47D-Zellen zu beobachten.  
Zusammenfassend betrachtet zeigen die Ergebnisse der Kolokalisationsexperimente sehr 
deutlich, dass im Falle der untersuchten T47D-, MCF7- und U2OS-Tumorzellen die Prote-
ine Hsp70, GAPDH und α-Tubulin auf den extraplasmatischen Seiten der Plasmamembra-
nen an denselben Stellen konzentriert sind. Unter Berücksichtigung der Fähigkeit dieser 
Proteine zur Interaktion mit PS und der Präsenz von Alix in der Umgebung der Cluster 
scheint somit wahrscheinlich, dass innerhalb dieser Bereiche SVs mit Durchmessern von 
drei (MCF7) beziehungsweise von bis zu zehn Mikrometern (T47D, U2OS) von den Plas-
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Abbildung 4.11: Das multifunktionelle Protein Alix ist auf der Oberfläche von Tumorzellen weiträu-
miger verteilt als Hsp70, akkumuliert aber nur nahe der Hsp70-Cluster. Ungestresste T47D- (A), 
MCF7- (B) und U2OS-Zellen (C) wurden ohne Permeabilisierung für die Fluoreszenzmarkierung vorbereitet 
und die Zielproteine Hsp70 (grün) sowie Alix (rot) parallel indirekt immunfluoreszenzmarkiert. Für die Mar-
kierung von Hsp70 wurde der polyklonale (Primär-) Antikörper sc-1060 genutzt, die Markierung der DNS 
erfolgte mit Hoechst 33342 (blau). Z-Bilderstapel repräsentativer Zellen wurden mittels eines konfokalen 
Laser-Scanning-Mikroskops aufgenommen (Leica TCS SP2, 40-fach Ölimmersionsobjektiv). Aus diesen 
wurden Maximalprojektionen (MP) sowie 3D-Rekonstruktionen im Oberflächenmodus (OM) und horizonta-
le Querschnitte im Überblendungsmodus (BM) generiert. Maßstab: 20 µm. 
 
4.3 Galektin-3 interagiert auf den Oberflächen von T47D-, MCF7-  
und   U2OS-Zellen   mit   nicht-glykosylierten   Membranelementen 
Die zuvor beschriebenen Ergebnisse ließen vermuten, dass die Tumorzellen bestimmte 
Phospholipide innerhalb begrenzter Bereiche der Plasmamembran externalisieren und so-
wohl diese, als auch die mit den Lipiden interagierenden Proteine in Form großer SVs frei-
setzen. Rückschlüsse über die Aufrechterhaltung der damit zwangsläufig einhergehenden 
asymmetrischen Verteilung der Membranlipide waren hingegen nicht möglich. Jedoch 
waren bei vorbereitenden Experimenten auf unpermeabilisierten MCF7-Zellen Akkumula-
tionen von Galektin-3 beobachtet worden, die den Hsp70-Clustern ähnelten (vergleiche 
Anhang, Abbildung 9.9). Interessanterweise kann Galektin-3 nicht nur an glykosylierte 
Lipide und Proteine binden, sondern durch Oligomerisierung auch die Bildung hochmole-
kularer Lipid- beziehungsweise Proteincluster induzieren (von Mach, 2013). Dementspre-
chend lag die Vermutung nahe, Galektin-3 könne in die Bildung oder Aufrechterhaltung 
der auf den Tumorzellen gefundenen Proteincluster involviert sein. Eine Möglichkeit zur 
Prüfung der letztgenannten Hypothese ergab sich aus der Tatsache, dass die Bindung von 
Galektin-3 zu entsprechenden Glykoliganden durch Zugabe von Laktose aufgelöst werden 
kann. Daher wurden Hsp70 und Galektin-3 auf unpermeabilisierten T47D-, MCF7- und 
U2OS-Zellen parallel indirekt immunfluoreszenzmarkiert, wobei ein Teil der Proben vor 
der Präparation zunächst mit Laktose behandelt wurde. Die Analyse der resultierenden 
Präparate erfolgte mittels klassischer Fluoreszenzmikroskopie.  
Die Resultate der Kolokalisationsexperimente zeigten auf den T47D- und MCF7-Zellen 
eine im Vergleich zu Hsp70 geringfügig flächigere Verteilung von Galektin-3 (Abbildung 
4.12). Allerdings akkumulierten die Galektin-3-Signale in den Bereichen der Hsp70-
Cluster deutlich erkennbar (Abbildung 4.12 A, B). Im Gegensatz zu den beiden Mamma-
karzinom-Zelllinien waren auf den U2OS-Zellen nur relativ schwache Galektin-3-Signale 
detektierbar, die zudem sehr viel flächiger verteilt waren und in den Bereichen der Hsp70-
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Abbildung 4.12: Galektin-3 ist auf Oberfläche von Mammakarzinom-Zellen nur geringfügig weiträu-
miger verteilt als Hsp70, kolokalisiert mit diesem in eng begrenzten Bereichen und lässt sich durch 
Laktose nicht entfernen. Ungestresste T47D- (A), MCF7- (B) und U2OS-Zellen (C) wurden 72 Stunden 
nach der Aussaat zunächst mit 150-millimolarer Laktose-Lösung vorbehandelt (+Laktose; 4,0 °C, 45 Minu-
ten) und danach zusammen mit unbehandelten Zellen (-Laktose) ohne Permeabilisierung für die Fluores-
zenzmarkierung vorbereitet. Die Zielproteine wurden indirekt immunfluoreszenzmarkiert, wobei die Markie-
rung von Hsp70 mittels des polyklonalen (Primär-) Antikörper sc-1060 erfolgte. Die DNS wurde mit Hoechst 
33342 gefärbt. Dargestellt sind Einzelbilder der für Hsp70 (grün) sowie Galektin-3 (rot) genutzten Detekti-
onskanäle, sowie Überlagerungen beider Bilder mit dem jeweils zugehörigen Einzelbild des für die DNS 
genutzten Detektionskanals (blau), aufgenommen mit einem inversen Fluoreszenzmikroskop (Leica 
DMI6000B, 63-fach Ölimmersionsobjektiv). Alle Mikroskop- beziehungsweise Softwareeinstellungen wur-
den zunächst zur Darstellung der Zielproteine auf den nicht mit Laktose vorbehandelten Zellen optimiert, 
falls erforderlich auf die entsprechenden Negativkontrollen abgestimmt und im Anschluss ohne Änderungen 
für die vorbehandelten Präparate übernommen. Alle Einzelkanalabbildungen und Bilder der jeweiligen Nega-
tivkontrollen sind im Anhang dargestellt (Abbildung 9.10). Maßstab: 25 µm. 
 
Somit konnte davon ausgegangen werden, dass auf den T47D- und MCF7-Zellen der 
überwiegende, auf den U2OS-Zellen hingegen nur ein geringer Anteil des vorhandenen 
Galektin-3 mit Hsp70 kolokalisierte. Erstaunlicherweise änderten sich infolge der Behand-
lung der Zellen mit Laktose weder die Lokalisationsmuster von Galektin-3 oder Hsp70, 
noch die Intensitäten der entsprechenden Fluoreszenzsignale. In Anbetracht der von Lu-
kyanov et al. demonstrierten direkten Interaktion von Galektin-3 mit Phospholipiden und 
Cholesterol (Lukyanov et al., 2005) ließ dies vermuten, Galektin-3 könne auch auf den 
Tumorzellen unabhängig von Glykosylierungen mit Membranlipiden interagieren. Aller-
dings bindet Galektin-3 einige komplexere beziehungsweise stark verzweigte Oligosaccha-
ride mit deutlich höherer Affinität als das vergleichsweise simple Disaccharid Laktose 
(Fortuna-Costa et al., 2014). Somit musste die Möglichkeit in Betracht gezogen werden, 
dass Galektin-3 auf den Oberflächen der analysierten Tumorzellen nicht oder nicht nur als 
peripheres Membranprotein, sondern ganz oder teilweise an entsprechend komplex glyko-
sylierte Membranelemente gebunden vorliegen könnte. Dementsprechend konnte eine di-
rekte Beteiligung von Galektin-3 an der Bildung beziehungsweise Aufrechterhaltung der 
Proteincluster weder bestätigt noch ausgeschlossen werden. 
4.4 Auch immortalisierte HK2-Zellen exponieren neben Hsp70 auch 
GAPDH, LDH, α-Tubulin  und  Caveolin-1  auf  den  Zelloberflächen 
Im Falle des peripheren Hsp70 steht die Forschung erst am Anfang. Daher musste die 
Möglichkeit in Betracht gezogen werden, dass es sich bei den Hsp70-Clustern um Zellkul-
turartefakte handeln könnte, diese also von Tumorzellen in ihrem natürlichen Milieu nicht 
oder seltener gebildet werden. Um dies auszuschließen, hätten idealerweise primäre Zellli-
nien auf Vorhandensein und Lokalisation von peripherem Hsp70 geprüft werden müssen. 
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linie geht auf humane Nierenzellen des proximalen Tubulusepithels zurück und wurde 
durch Immortalisierung beziehungsweise durch Transduktion der ursprünglich gesunden 
Zellen mit replikationsdefekten retroviralen Vektoren erzeugt (Ryan et al., 1994). HK2-
Zellen exprimieren Hsp70 zwar auch unter physiologischen Bedingungen (Myung et al., 
2004), ob dies aber auch zu einer Exposition der Chaperone auf der Plasmamembran führt, 
war bislang unbekannt. Daher wurden Hsp70 sowie Caveolin-1, GAPDH, LDH und α-
Tubulin auf unpermeabilisierten beziehungsweise in permeabilisierten HK2-Zellen indirekt 
immunfluoreszenzmarkiert und analog zur für die Tumorzelllinien beschriebenen Vorge-
hensweise mittels klassischer Fluoreszenzmikroskopie analysiert. 
Zunächst wurden HK2-Zellen untersucht, die in geringer Zelldichte ausgesät worden wa-
ren. Hierbei konnten interessanterweise keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
immortalisierten HK2-Zellen und den Tumorzelllinien beobachtet werden: Caveolin-1 
zeigte bei unpermeabilisierten und permeabilisierten Proben eine ähnliche punktförmige 
Verteilung (Abbildung 4.13 A), wie sie bereits im Falle der U2OS-Zellen beobachtet wor-
den war (vergleiche Abbildung 4.9 I). Die GAPDH-, LDH- und Hsp70-Signale erschienen 
innerhalb der permeabilisierten Zellen diffus und waren gleichmäßig verteilt, die α-Tubu-
lin-Signale ließen filamentöse Strukturen erkennen (Abbildung 4.13 B, C, D, E). Auf den 
unpermeabilisierten HK2-Zellen hingegen akkumulierten nicht nur Hsp70, sondern auch 
GAPDH, LDH und α-Tubulin in eng begrenzten Bereichen, deren Formen und Größen 
denen der Cluster auf den Tumorzellen entsprachen.  
Da Kim et al. postulierten, die genetischen Auswirkungen der Immortalisierung habe bei 
den HK2-Zellen keine Hsp70-Stressanwort ausgelöst (Kim et al., 2001), wurden auch ge-
stresste Zellen in die Analyse einbezogen. Hierbei zeigten sich jedoch bezüglich der 
Hsp70-Signalintensitäten und Lokalisationsmuster keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen ungestressten (Abbildung 4.13 E) und gestressten Zellen (Abbildung 4.13 F). Da 
HK2-Zellen bei Kultivierung auf permeablen Filtern ein einschichtiges Epithel bilden kön-
nen (Ryan et al., 1994), bestand der Verdacht, die beobachteten Stresssymptome könnten 
auf die Vereinzelung der Zellen zurückzuführen sein. Um diese Möglichkeit auszuschlie-
ßen, wurden HK2-Zellen unter bestmöglichen Bedingungen kultiviert und nach Epithelbil-
dung auf Expression und Lokalisation von Hsp70 unter physiologischen Bedingungen so-
wie nach Stressexposition untersucht (Abbildung 4.13, G, H). Auch hierbei war Hsp70 
jedoch bei ungestressten und gestressten Zellen detektierbar, wobei sich die Hsp70-
Lokalisationsmuster nur geringfügig von jenen unterschieden, die bei Aussaat in geringer 
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Abbildung 4.13: Auch immortalisierte HK2-Zellen exprimieren und exponieren Hsp70, GAPDH, LDH 
und α-Tubulin in Clustern, die in Form und Größe den Proteinclustern auf den Tumorzellen entspre-
chen. Ungestresste (37 °C) und gestresste (44 °C, 25 Minuten, acht Stunden Erholungszeit bei 37 °C) HK2-
Zellen geringer (A - F; 3 x 10
4
 Zellen / Probe) oder hoher Zelldichte (G, H; konfluent) wurden mit (+Triton) 
oder ohne Permeabilisierung (-Triton) für die Fluoreszenzmarkierung vorbereitet. Die Zielproteine Caveolin-
1 (A), GAPDH (B), LDH (C), α-Tubulin (D) und Hsp70 (E - H) wurden indirekt immunfluoreszenzmarkiert, 
die DNS mit Hoechst 33342 gefärbt. Dargestellt sind Überlagerungen der Einzelbilder der für Zielproteine 
(grün) und DNS (blau) genutzten Detektionskanäle, aufgenommen mit einem Leica DMI6000B (63-fach 
Ölimmersionsobjektiv). Alle Mikroskop- beziehungsweise Softwareeinstellungen wurden zur Darstellung 
des jeweiligen Zielproteins in den permeabilisierten Zellen optimiert, auf die Negativkontrollen abgestimmt 
und ohne Änderungen für die unpermeabilisierten Präparate übernommen. Einzelkanalabbildungen und Bil-




Seite 95 von 190 
Auf den unpermeabilisierten Zellen erschienen die Hsp70-Singale insgesamt zwar weit-
räumiger verteilt, trotzdem waren vereinzelt lokale Akkumulationen erkennbar, die den 
Hsp70-Clustern auf den Tumorzellen in Form und Größe ähnelten. Da Kim et al. keinen 
Vergleich der basalen Hsp70-Expressionsintensitäten von gesunden und immortalisierten 
Zellen durchführten (Kim et al., 2001), konnte somit nicht ausgeschlossen werden, dass die 
Bildung der Proteincluster auf den Zelloberflächen auf eine durch Immortalisierung oder 
Kultivierung ausgelöste dauerhafte Stressantwort zurückzuführen ist. Unter Berücksichti-
gung der zuvor für die Tumorzellen beschriebenen Ergebnisse musste somit davon ausge-
gangen werden, dass die Abschnürung großer SVs kein spezifisches Verhalten von Tumor-
zellen, sondern sehr wahrscheinlich ein Merkmal gestresster Zellen ist. 
4.5 Mittels Fluorochrom-gekoppelter Substratpeptide lässt sich das auf  
den  Oberflächen  der  Zellen  exponierte  Hsp70  nicht  markieren 
Abschließend wurde geprüft, ob das integrale beziehungsweise das periphere Hsp70 mit 
Fluorochrom-gekoppelten Substratpeptiden markiert werden kann. Als Substrat wurde 
hierzu das von Zhu et al. charakterisierte Peptid (Asparagin-Arginin-Leucin-Leucin-
Leucin-Threonin-Glycin; Zhu et al., 1996) genutzt, an dessen N-Terminus eine Oligopep-
tid (Threonin-Threonin-Asparaginsäure-Serin) und daran anschließend das Fluorochrom 
5(6)-Carboxyfluorescein (CFL) gekoppelt worden war (nachfolgend vereinfachend als 
"NRL-Peptid" bezeichnet). Das Oligopeptid diente hierbei der Vermeidung sterischer Sub-
stituenteneffekte. Als Negativkontrolle kam ein Peptid zum Einsatz, welches dem NRL-
Peptid mit Ausnahme der drei zentralen, hydrophoben Leucin-Reste entsprach. Diese wur-
den durch hydrophile Asparagin-Reste substituiert, um eine Interaktion des Peptides mit 
der Substratbindedomäne von Hsp70 zu verhindern (nachfolgend vereinfachend als "Kont-
roll-Peptid" bezeichnet oder mit "KTR-Peptid" abgekürzt).  
Zunächst sollte die für eine fluoreszenzmikroskopische Detektion der NRL-Peptide erfor-
derliche Inkubationszeit bestimmt werden. Hierzu wurden T47D- und MCF7-Zellen bei 
4,0 °C vorinkubiert, um eine Aufnahme der Peptide durch Endozytose zu verhindern. Nach 
Zugabe der Peptide wurden die Zellen über einen Zeitraum von insgesamt 120 Minuten 
weiterhin bei 4,0 °C inkubiert und alle 20 Minuten Proben entnommen. Danach wurden die 
Zellen homogenisiert, die Proteinkonzentrationen bestimmt, wenn erforderlich angeglichen 
und die jeweiligen Fluoreszenzintensitäten der resultierenden Homogenate mittels eines 
Mikrotiterplatten-Lesegerätes gemessen. Hierbei zeigte sich nach 20 beziehungsweise 40 
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dings bei NRL- und KTR-Peptiden ähnlich stark ausgeprägt war (Abbildung 4.14). Bis 60 
Minuten nach Zugabe der Peptide reduzierten sich die Intensitäten deutlich und lagen nur 
noch geringfügig über den Werten, die ohne Zugabe von Peptiden feststellbar waren. Al-
lerdings waren die Intensitätswerte im Falle der mit den NRL-Peptiden behandelten Zellen 
meist geringfügig höher als die Werte, welche bei Nutzung der KTR-Peptide gemessen 
werden konnten. Die größten Differenzen zwischen den mit NRL- beziehungsweise KTR-
Peptiden behandelten Zellen ergaben sich mit 23 ± 6,8 (T47D) beziehungsweise 22 ± 7,5 
(MCF7) relativen Fluoreszenzeinheiten nach 80 Minuten Inkubationszeit. Daher wurde 




Abbildung 4.14: Fluorochrom-gekoppelte Substrat- und Kontrollpeptide interagieren mit Komponen-
ten der Plasmamembran von Mamakarzinom-Zellen. Ungestresste T47D- (A) und MCF7-Zellen (B) 
wurden nach der Aussaht für 72 Stunden bei 37 °C kultiviert. Nach Vorinkubation bei geringer Temperatur 
(4,0 °C, 30 Minuten) wurden 5(6)-Carboxyfluorescein (CFL) gekoppelte Peptide in konstanter Konzentrati-
on (10,4 Mikromolar) hinzugegeben, von welchen eines als Substrat für Hsp70 geeignet ist (NRL-Peptid; 
CFL-TTDS-NRLLLTG), das zweite von Hsp70 jedoch nicht gebunden werden kann (KTR-Peptid; CFL-
TTDS-NRNNNTG), oder die Zellen lediglich mit Dimethylsulfoxid in den Peptid-Lösungen entsprechender 
Konzentration versetzt (DMSO). Nach unterschiedlichen Inkubationsperioden (4,0 °C, 20 bis 120 Minuten) 
wurden die Zellen lysiert, die Gesamtproteingehalte angeglichen und die Fluoreszenzintensitäten der Lysate 
mittels eines Mikrotiterplatten-Lesegerätes gemessen. Die Säulendiagramme zeigen die relativen Fluores-
zenzintensitätswerte, zur besseren Vergleichbarkeit sind die entsprechenden Zahlenwerte oberhalb der ein-
zelnen Balken nochmals angegeben (Mittelwerte +/- Standardabweichungen; n = 4). 
 
Obgleich die Differenzen der Fluoreszenzintensitäten bei Inkubation mit NRL- oder KRT-
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die Lokalisation der Peptide auf unpermeabilisierten Zellen mittels fluoreszenzmikroskopi-
scher Methoden zu visualisieren. Hierzu wurden die Zellen wie zuvor beschrieben vor der 
Präparation bei 4,0 °C vorinkubiert, die Peptide hinzugegeben und die Inkubation für 80 
Minuten fortgesetzt. Um zu prüfen, ob die Peptide von den Zellen aufgenommen werden 




Abbildung 4.15: Fluorochrom-gekoppelte Substrat- und Kontrollpeptide sind auf den Oberflächen von 
Mamakarzinom-Zellen detektierbar. T47D- und MCF7-Zellen wurden nach Kultivierung (37 °C, 72 Stun-
den) mit Medium inkubiert, welches mit 5(6)-Carboxyfluorescein gekoppelte NRL- beziehungsweise Sub-
stratpeptide (B) oder KTR- beziehungsweise Kontrollpeptide (C) enthielt (jeweils in 10,4 mikromolar Kon-
zentration; grün). Die Inkubation erfolgte entweder durchgehend unter physiologischen Bedingungen (37 °C, 
80 Minuten), oder nach einer Vorinkubationsphase (4,0 °C, 30 Minuten) bei geringer Temperatur (4,0 °C, 80 
Minuten). Zum Vergleich wurde Zellen in Medium mit Dimethylsulfoxid (DMSO) in einer Konzentration 
inkubiert, welche jener der Peptid-Lösungen entsprach. Auf diesen Zellen wurde Hsp70 (rot) ohne vorherge-
hende Permeabilisierung mittels des monoklonalen Antikörpers sc-59569 indirekt immunfluoreszenzmarkiert 
(A). Dargestellt sind die mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Leica TCS SP2, 40-fach Ölim-
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Nach Fixierung der Zellen wurden die resultierenden Präparate mittels eines konfokalen 
Laser-Scanning-Mikroskops analysiert. Um gegebenenfalls entsprechende Lokalisations-
muster vergleichen zu können, wurden auch Zellen in die Analyse einbezogen, deren Vor-
bereitung ohne Zugabe der Peptide erfolgte, bei welchen jedoch Hsp70 unter Verwendung 
des monoklonalen Antikörpers sc-59569 indirekt immunfluoreszenzmarkiert worden war.  
Wie Abbildung 4.15 zeigt, wurden beide Peptide bei Inkubation unter physiologischen 
Bedingungen von den MCF7- und den T47D-Zellen aufgenommen. Die Fluoreszenzsigna-
le waren hierbei jeweils auf die zytosolischen Bereiche der Zellinnenräume beschränkt und 
erschienen meist punktförmig beziehungsweise körnig, wobei insbesondere bei den MCF7-
Zellen auch größere, vesikuläre Strukturen erkennbar waren. Im Gegensatz hierzu waren 
im Falle der bei 4,0 °C inkubierten Zellen nur extrem schwache, punktförmig erscheinende 
und relativ weiträumig verteilte Fluoreszenzsignale detektierbar. Die Lokalisationsmuster 
und Fluoreszenzintensitäten von NRL- und KTR-Peptiden unterschieden sich nicht signifi-
kant. Dies deutete darauf hin, dass beide Peptide mit Komponenten der Plasmamembran 
interagieren könnten. Auch waren lokale Akkumulationen von Fluoreszenzsignalen in Be-
reichen, welche in Form und Größe den Hsp70-Clustern entsprachen, nicht zu beobachten. 
Letzteres ließ vermuten, dass das auf den Oberflächen der T47D- und MCF7-Zellen expo-
nierte Hsp70 nicht in der Lage war, das NRL-Peptid zu binden.  
Da aufgrund der vergleichsweise weiträumigen Verteilung der punktförmigen Peptid-
Signale davon ausgegangen werden musste, dass Kolokalisationen von Peptiden und 
Hsp70 zwangsläufig auftreten müssten, jedoch zufällige Ereignisse darstellen würden, 
wurde versucht, Peptid-Konzentrationen und Zelldichten zu variieren. Hierbei zeigte sich 
jedoch bei hoher Zelldichte bereits nach fünfminütiger Inkubation mit Peptiden in 10,4 
mikromolarer Konzentration, dass sich die Zellen deutlich wahrnehmbar gelblich oder 
bräunlich verfärbten. Daher musste die Möglichkeit in Betracht gezogen werden, dass die 
Interaktion der Peptide mit der Zellmembranen nicht durch die Aminosäurenanteile, son-
dern durch die Fluorochrome vermittelt wurden. Um diese Hypothese zu überprüfen, wur-
den Zellen wie zuvor beschrieben kultiviert, bei 4,0 °C für 80 Minuten mit NRL- und 
KTR-Peptiden sowie reinem CFL inkubiert und die Fluoreszenzintensitäten der lebenden, 
unpräparierten Zellen mittels eines Mikrotiterplatten-Lesegerätes gemessen. 
Wie Abbildung 4.16 zeigt, unterschieden sich die Fluoreszenzintensitäten von KTR-
Peptiden und reinem CFL bei beiden Zelllinien nicht signifikant. Im Falle der NRL-
Peptide lagen die Intensitäten nur bei den T47D-Zellen sowohl über denen der KTR-
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Fluoreszenzeinheiten). Bei den MCF7-Zellen hingegen lagen die Intensitäten im Falle der 
NRL-Peptide zwar geringfügig über denen des CFL (55 ± 15 relativen Fluoreszenzeinhei-
ten), unterschieden sich aber nicht signifikant von denen der KTR-Peptide. Somit konnte 
gefolgert werden, dass der überwiegende Teil der ohnehin schwachen Fluoreszenzsignale, 
die im Rahmen der fluoreszenzmikroskopischen Analyse detektiert worden waren (ver-
gleiche Abbildung 4.15), tatsächlich nicht auf eine Interaktion der Aminosäurenanteile, 




Abbildung 4.16: Mit 5(6)-Carboxyfluorescein gekoppelte Substrat- und Kontrollpeptide sowie das 
Fluorochrom selbst interagieren mit Komponenten der Plasmamembran von Mamakarzinom-Zellen. 
Ungestresste T47D- und MCF7-Zellen wurden nach der Aussaat für 72 Stunden bei 37 °C auf Deckgläschen 
kultiviert. Nach Vorinkubation bei geringer Temperatur (4,0 °C, 30 Minuten) wurden ungekoppeltes 5(6)-
Carboxyfluorescein (CFL) oder mit diesem gekoppelte Substrat- (NRL-Peptid) beziehungsweise Kontroll-
peptide (KTR-Peptid) in 10,4 mikromolarer Konzentration hinzugegeben oder das Nährmedium lediglich 
mit Dimethylsulfoxid (DMSO) in den Peptid-Lösungen entsprechender Konzentration versetzt. Nach einer 
weiteren Inkubationsphase (4,0 °C, 80 Minuten) wurden die überschüssige Peptide beziehungsweise Fluo-
rochrome entfernt, die Deckgläschen in die mit Phosphat-gepufferter Salzlösung gefüllten Vertiefungen 
unbenutzter Mikrotiterplatten transferiert und die Fluoreszenzintensitäten der Zellen mittels eines Mikroti-
terplatten-Lesegerätes bestimmt. Die Säulendiagramme zeigen die gemessenen relativen Fluoreszenzintensi-
tätswerte, zur besseren Vergleichbarkeit sind die entsprechenden Zahlenwerte oberhalb der einzelnen Säulen 
nochmals aufgeführt (Mittelwerte +/- Standardabweichungen; n = 4). 
 
Insgesamt betrachtet musste somit davon ausgegangen werden, dass weder das auf den 
Zelloberflächen exponierte integrale, noch das periphere Hsp70 die NRL-Peptide gebun-
den hatten. Unter Berücksichtigung der Tatsache, dass Hsp70 Substratpeptide der genutz-
ten Sequenz grundsätzlich binden kann (Ricci und Williams, 2008), wobei die Hydrolyse 
von Adenosintriphosphat nur für die Chaperon-Funktion erforderlich ist, ließ dies vermu-
ten, dass das auf den Tumorzellen exponierte Hsp70 nicht aktiv ist. Dementsprechend 
musste gefolgert werden, dass die hier verwendeten Substratpeptide zur selektiven Markie-
rung des auf den extraplasmatischen Seiten der Plasmamembranen von Tumorzellen expo-
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5 Diskussion 
Tumorzellen exprimieren HSPA1A und HSPA1B (nachfolgend zusammenfassend als 
"Hsp70" bezeichnet) konstitutiv, obgleich eine nennenswerte Expression dieser Hitze-
schockproteine bei gesunden Zellen gemeinhin der Stressinduzierung bedarf (Ciocca und 
Calderwood, 2005; Calderwood et al., 2006). Darüber hinaus exponieren entdifferenzierte 
Zellen die ursprünglich als zytosolisch und kernständig lokalisiert beschriebenen Chapero-
ne als periphere, Rezeptor-gebundene oder integrale Membranproteine auf den extraplas-
matischen Seiten der Zellmembranen. Hsp70 in Form integraler Proteine der Plasma-
membran wurde bislang nur bei Tumorzellen beobachtet und fungiert unter anderem als 
Erkennungsstruktur für natürliche Killerzellen (Multhoff et al., 1995; Multhoff und High-
tower, 2011). Allerdings können sich Tumorzellen etwa bezüglich der Mengen von zytoso-
lischem und integralem Hsp70 deutlich unterscheiden. Beispielsweise enthalten die Plas-
mamembranen von humanen Brust-Adenokarzinom-Zellen der Zelllinie MCF7 mehr integ-
rales Hsp70, als die der Brust-Duktalkarzinom-Zelllinie T47D (Gehrmann et al., 2014). 
Daher wurden die genannten Mammakarzinom-Zelllinien und die Osteosarkom-Zelllinie 
U2OS bezüglich basalem Expressionsniveau, zeitlichem Verlauf und Ausprägung der 
Stressantwort sowie subzellulärer Lokalisation von Hsp70 detailliert charakterisiert. Hier-
durch sollten Unterschiede und Gemeinsamkeiten der Tumorzelllinien identifiziert werden, 
die sich als Ansatzpunkte für Tumordiagnostik und Tumortherapie eignen könnten. 
5.1 Bei T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen ist die Stärke der Hsp70-
Stressantwort  abhängig   vom   basalen   Hsp70-Expressionsniveau    
Hsp70 wird von gesunden Zellen unter physiologischen Bedingungen entweder nur in ge-
ringen Mengen oder nur vergleichsweise kurzfristig exprimiert, etwa während der Synthe-
sephase des Zellzyklus (Milarski und Morimoto, 1986). Werden die Zellen Stressfaktoren 
wie etwa Hitze ausgesetzt, reagieren sie im Rahmen der Stressantwort mit einer Steigerung 
der Expression von Hsp70 und anderen Stressproteinen (Daugaard et al., 2007). Die be-
sondere Bedeutung von Hsp70 für die Stressantwort resultiert aus der Tatsache, dass dieses 
Chaperon nicht nur einzelne Substratproteine vor stressinduzierten Fehlfaltungen schützen, 
sondern auch bereits vorhandene Proteinaggregate auflösen und stressinduzierte Apoptose 
unterbinden kann (Mosser und Morimoto, 2004; Nillegoda et al., 2015).  
Im Gegensatz zu gesunden Zellen sind tumorigene Zellen aufgrund ihres unkontrollierten 
Wachstums ständig mit externen Stressfaktoren wie Hypoxie und Azidose, aber auch 
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sen sie interne Stressfaktoren nivellieren, etwa aufgrund von Mutationen akkumulierende 
fehlgefaltete Proteine oder deregulierte Signalwege (Luo et al., 2009). Daher sind viele 
dieser dauerhaft gestressten Zellen auf die konstitutive Expression von Stressproteinen und 
insbesondere von Hsp70 angewiesen. Die basalen Expressionsniveaus der Chaperone kön-
nen jedoch zwischen unterschiedlichen Geweben beziehungsweise Zelltypen variieren 
(Flanagan et al., 1995; Faure et al., 2004; Cai et al., 2012b). 
Wie die Ergebnisse der biochemischen Analysen zeigten, exprimierten auch die T47D-, 
MCF7- und U2OS-Zellen Hsp70 bereits unter physiologischen Bedingungen. Auffallend 
war hierbei, dass die beiden Mammakarzinom-Zelllinien im Vergleich zu den Osteosar-
kom-Zellen deutlich höhere basale Expressionsniveaus aufwiesen (Abbildung 4.2; T47D: 
100 %; MCF7: 70 ± 3 %; U2OS: 37 ± 19 %). Letzteres legt auf den ersten Blick einen Zu-
sammenhang zwischen Tumorzelltyp und basaler Hsp70-Expressionsintensität nahe. Je-
doch muss auch die Möglichkeit in Betracht gezogen werden, dass diese Abweichungen 
lediglich auf unterschiedliche Tumorgenesefaktoren und dementsprechend auf unterschied-
liche Entdifferenzierungsgrade der Zellen zurückzuführen sind. Da es diesbezüglich an 
vergleichenden Studien mangelt, kann eine Korrelation zwischen basalem Hsp70-Expres-
sionsniveau und Tumorzelltyp somit lediglich vermutet werden. 
Bei gesunden Zellen wie auch bei Tumorzellen kann es nach Stressexposition - je nach 
Stressfaktor, Stressintensität, Zelltyp, Kompartiment und betrachtetem Protein - während 
der Rekonvaleszenzphase Stunden oder Tage dauern, bis die basalen Expressionsniveaus 
wieder erreicht werden (Parsell und Lindquist, 1994). Interessanterweise kann es während 
dieser Phase zu einem als induzierte oder erworbene Stresstoleranz bezeichneten Phäno-
men kommen. Hierbei zeigen sich Zellen, aufgrund der noch erhöhten Expressionsniveaus 
diverser Stressproteine, bei erneuter Exposition auch gegenüber Stressintensitäten resistent, 
die andernfalls letal wirken würden (Parsell und Lindquist, 1994).  
Die Expression von Hsp70 ist nur einer von mehreren die Stressresistenz bestimmenden 
Faktoren. Jedoch wird angenommen, dass das Maß der Stresstoleranz einer Zelle im All-
gemeinen mit der Menge des exprimierten Hsp70 korreliert (Nollen et al., 1999). Daher 
ließen bereits die beschriebenen unterschiedlichen basalen Hsp70-Expressionsniveaus der 
drei untersuchten Tumorzelllinien vermuten, dass sich diese auch bezüglich der Intensitä-
ten der Hsp70-Expressionssteigerungen nach Stressexposition unterscheiden würden. Wie 
die Ergebnisse der biochemischen Charakterisierung der Hsp70-Stressantworten zeigten, 
war dies tatsächlich der Fall: Je mehr Hsp70 die Zellen unter physiologischen Bedingun-
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+108 ± 26 %; MCF7: +380 ± 46 %; U2OS: +1667 ± 169 %). Dies zeigt anschaulich, dass 
die Intensität der Hsp70-Stressanwort unmittelbar vom basalen Hsp70-Expressionsniveau 
abhängt. Unter Berücksichtigung des Phänomens der induzierten Stresstoleranz liegt darü-
ber hinaus - bei oberflächlicher Betrachtung - die Vermutung nahe, dass Tumorzelltypen, 
die unter physiologischen Bedingungen größere Mengen Hsp70 exprimieren, im Vergleich 
zu Zellen mit schwächerer basaler Expression über eine höhere Stresstoleranz verfügen 
könnten. Daher ist es denkbar, dass die T47D-Zellen aufgrund ihres vergleichsweise hohen 
basalen Hsp70-Expressionsniveaus nur eine geringfügige Erhöhung der Expression benöti-
gen könnten, um die negativen Effekte der Stressexposition auszugleichen. Diesbezüglich 
müssen jedoch weitere Einflussfaktoren berücksichtigt werden. 
Derzeit ist nicht bekannt, ob die Stresstoleranz von Tumorzellen allgemein stärker ausge-
prägt ist als jene der korrespondierenden gesunden Zellen. Die Notwendigkeit der Hsp70-
Expression ist hingegen ein gut dokumentiertes Phänomen. So wirkt eine erzwungene Re-
duzierung der Expression, etwa mittels Hsp70-spezifischer Antisense-Ribonukleinsäuren 
oder -Desoxyribonukleinsäuren, bei Tumorzellen generell Apoptose-fördernd (Kaur und 
Ralhan, 2000; Nylandsted et al., 2000). Somit ist es vorstellbar, dass das basale Hsp70-
Expressionsniveau mit dem Entdifferenzierungsgrad der Zellen in Zusammenhang steht. 
Die T47D-Zellen könnten also bereits unter physiologischen Bedingungen vergleichsweise 
große Mengen der Chaperone zwingend benötigen, aber nicht in der Lage sein, die Hsp70-
Expression über ein bestimmtes Maß hinaus zu steigern. 
Für letztgenannte Hypothese spricht, dass sich die Hsp70 allgemein zugeschriebene globa-
le zytoprotektive Wirkung nur ansatzweise bestätigen ließ. So waren nur bei den T47D-
Zellen, also den Zellen mit dem höchsten basalen Hsp70-Expressionsniveau, keine signifi-
kanten stressinduzierten Schwankungen der Expression des Enzyms Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) feststellbar (Abbildung 4.4 C). Die Expression bei-
spielsweise der Proteine Alix und Galektin-3 hingegen wurde auch bei diesen Zellen durch 
den Hitzeschock beeinflusst (Abbildungen 4.4 A und 4.4 B).  
5.2 Die Ausprägung der Hsc70-Stressantwort ist bei T47D-, MCF7- 
und U2OS-Zellen abhängig vom basalen Hsp70-Expressionsniveau  
Interessanterweise zeigte die Tumorzelllinie T47D auch bezüglich der stressinduzierten 
Schwankungen der Expression von HSPA8 (nach der englischen Bezeichnung "Heat 
Shock Cognate 71 kDa Protein" nachfolgend als "Hsc70" bezeichnet) einige Besonderhei-
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weise wenig Hsc70 (Abbildung 4.2; T47D: 33 ± 9,0 %; MCF7: 100 %; U2OS 30 ± 10 %). 
Trotzdem reduzierten die T47D-Zellen die Expression von Hsc70 nach Stressexposition 
geringfügig, während die MCF7- und U2OS-Zellen die Synthese verstärkten (Abbildung 
4.4 D; T47D: -49 ± 12 %; MCF7: +68 ± 17 %; U2OS: +32 ± 10 %).  
Im Gegensatz zu Hsp70 ist über die Bedeutung von Hsc70, eines konstitutiv exprimierten 
Vertreters der HSP70-Familie, insbesondere für die Tumorviabilität nur wenig bekannt. 
Jedoch konnte gezeigt werden, dass Hsc70 von Tumorzellen oftmals überexprimiert wird 
und eine Beeinflussung der Expression durch Stressfaktoren wie beispielsweise thermi-
schen Stress durchaus möglich ist (Maeda et al., 2000; Liu et al., 2012). Die bei den T47D-
Zellen beobachtete Reduzierung der Hsc70-Expression stellt insofern eine Besonderheit 
dar, als dass ein solcher Effekt im Zusammenhang mit einem Hitzeschock bislang nicht 
beschrieben wurde. Allerdings muss diesbezüglich auch die Möglichkeit in Betracht gezo-
gen werden, dass diese Zellen infolge der Stressexposition nicht die Expression von Hsc70 
reduzierten, sondern lediglich den Export desselben intensivierten.  
Bei der Beurteilung von Hsp70- und Hsc70-Expressionsänderungen auf Proteinebene wird 
vielfach außer Acht gelassen, dass diverse Tumorzelltypen neben anderen Proteinen auch 
Hsp70 und Hsc70 beständig exportieren. Aufgrund des derzeitigen Standes der Forschung 
kommen im Wesentlichen zwei Möglichkeiten der Externalisierung in Frage. Zum einen 
lassen die Ergebnisse verschiedener Studien vermuten, dass die Chaperone von Tumorzel-
len in freier Form sekretiert werden, wobei die Sekretionsrate nach Stressexposition an-
steigen kann (Barreto et al., 2003; Mambula und Calderwood, 2006; Nirdé et al., 2010). 
Zum anderen ist bekannt, dass Hsp70 und Hsc70 in und auf einigen Typen extrazellulärer 
Vesikel (EVs) exportiert werden. Zu diesen zählen etwa als Exosomen bezeichnete EVs, 
deren Freisetzung durch Verschmelzung multivesikulärer, später Endosomen (nach der 
englischen Bezeichnung "Multivesicular Bodies" nachfolgend als "MVBs" bezeichnet) mit 
der Plasmamembran erfolgt (vereinfachend werden EVs endosomaler Herkunft gemäß der 
englischen Bezeichnung "Tumor-derived Microvesicles" nachfolgend mit "TMVs" abge-
kürzt). Die mit Durchmessern von bis zu 100 Nanometern relativ kleinen TMVs enthalten 
oftmals Hsp70 und Hsc70, auch deren Freisetzung kann stressinduziert intensiviert werden 
(Chen et al., 2011; Lee et al., 2011; Raposo und Stoorvogel, 2013). 
Interessanterweise wurde bei einigen B-Lymphoblastoid-Zelllinien beobachtet, dass infol-
ge eines Hitzeschocks die Konzentration des zellulären Hsc70 sinkt, während die Konzent-
ration des in den TMVs enthaltenen Hsc70 ansteigt (Clayton et al., 2005). Dementspre-
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on tatsächlich konstant blieb oder geringfügig intensiviert wurde. Eine verstärkte Sekretion 
von TMVs oder einer Erhöhung der Konzentration des in diesen enthaltenen Hsc70 wäre 
mit dem gewählten methodischen Ansatz jedoch nicht direkt erkennbar. Allerdings kann 
aufgrund der genutzten Fraktionierungsmethode davon ausgegangen werden, dass nur die 
Membranfraktionen MVBs beziehungsweise exosomale Proteine enthielten. Bei einem 
stressinduziert verstärkten Export von exosomalem Hsc70 wären demnach Änderungen der 
Verhältnisse von zytosolischem zu Membran-assoziiertem oder in subzellulären Kompar-
timenten enthaltenem Hsc70 zu erwarten gewesen. Es hätte also eine Erhöhung der Hsc70-
Konzentration in den Membranfraktionen auftreten müssen. Da dies bei den T47D-Zellen 
jedoch nicht der Fall war (vergleiche Abbildungen 4.3 und 4.4), scheint ein verstärkter 
Verlust von Hsc70 durch eine stressinduzierte Intensivierung der TMV-Sekretion unwahr-
scheinlich. Demgegenüber kann eine Erhöhung der Sekretion von freiem Hsc70 infolge der 
Stressexposition nicht ausgeschlossen werden. Doch auch in diesem Falle bliebe fraglich, 
warum dies nur bei den T47D-Zellen zu einer Verminderung der Konzentration von Hsc70 
in Zytosol- und Membranfraktionen geführt haben sollte.  
Ein weiterer Erklärungsansatz für die stressinduzierte Verringerung der Konzentration be-
ziehungsweise Expression von Hsc70 ergibt sich aus dem hohen basalen Hsp70-Expres-
sionsniveau der T47D-Zellen. So konnten Dressel et al. mittels eines konditionalen Ex-
pressionssystems demonstrieren, dass bei Tumorzellen im Falle einer permanenten Über-
expression von Hsp70 eine Verminderung der Hsc70-Expression auf posttranskriptioneller 
Ebene erfolgt. Darüber hinaus zeigten die Autoren, dass hierbei physiologische Funktionen 
von Hsc70 durch Hsp70 übernommen werden (Dressel et al., 2003). Derartiges konnte bei 
einer kurzfristigen Hsp70-Expressionssteigerung, etwa infolge eines Hitzeschocks, nicht 
beobachtet werden. Daher spekulierten die Autoren, es könne für die Zellen eventuell ein-
facher sein, die endogene Expression von Hsc70 kontrollieren, denn die exogene Expressi-
on von Hsp70. Darauf basierend postulierten Dressel et al. einen nur durch dauerhafte 
Überexpression von Hsp70 ausgelösten kompensatorischen Adaptionsvorgang des zellulä-
ren Chaperon-Netzwerkes. Jedoch ist es denkbar, dass im Falle der T47D-Zellen bereits 
die kurzfristige Stressexposition einen ähnlichen Effekt ausgelöst hat. 
Für die Beurteilung der Hsc70- beziehungsweise Hsp70-Expressionsschwankungen bei 
den T47D-Zellen muss weiterhin berücksichtigt werden, dass Chaperone der HSP70-
Familie nicht nur zytoprotektive, sondern auch zytotoxische Wirkungen entfalten können. 
Im Falle von Hsp70 sind Apoptose-fördernde Effekte vergleichsweise gut dokumentiert. 
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Zellen und auch bei Hela-Zervixkarzinom-Zellen deren Anfälligkeit für durch Tumornek-
rosefaktor-Rezeptoren vermittelte Apoptose (Liossis et al., 1997; Ran et al., 2004). Hierbei 
bindet Hsp70 eine Domäne der Gamma-Untereinheit des I-Kappa-B-Kinase- (IKK-) Kom-
plexes, wodurch dessen Funktion gestört und dadurch IKK-abhängige antiapoptotische 
Transkriptionsfaktoren inhibiert werden.  
Für Hsc70 sind negative Auswirkungen einer Überexpression im Detail nicht beschrieben. 
Allerdings binden Hsc70 und Hsp70 ähnliche Aminosäuresequenzen, auch können diverse 
die Substratspezifität vermittelnde Ko-Chaperone respektive J-Proteine mit beiden Chape-
ronen interagieren (Pandya et al., 2009; Young, 2014). Daher scheint es plausibel, zytoto-
xische Effekte auch im Falle einer Überexpression von Hsc70 vorauszusetzen. Somit ist es 
denkbar, dass die T47D-Zellen trotz ihres hohen basalen Hsp70-Expressionsniveaus die 
Hsp70-Stressanwort nicht unterlaufen können und mögliche negative Effekte der stressin-
duzierten Hsp70-Expressionssteigerung durch eine Reduzierung der Hsc70-Expression 
ausgleichen müssen. Nichtsdestotrotz kann die Möglichkeit nicht ausgeschlossen werden, 
dass die T47D-Zellen im Vergleich zu den MCF7- und U2OS-Zellen lediglich über eine 
höhere basale Stresstoleranz verfügen und daher die Hsp70-Expression bei vergleichbarer 
Stressintensität nur geringfügig steigern müssen. 
Unabhängig davon, welche der letztgenannten Hypothesen zutreffend ist, lassen die be-
schriebenen Ergebnisse der biochemischen Analysen darauf schließen, dass bei Tumorzel-
len die Intensitäten der Hsp70- und Hsc70-Stressantworten vom basalen Expressions-
niveau von Hsp70 abhängen. Darüber hinaus kann vermutet werden, dass die maximal 
exprimierbaren Mengen beider Chaperone begrenzt sind. Die Beobachtung, dass MCF7- 
und U2OS-Zellen, welche ein im Vergleich zu den T47D-Zellen geringeres basales Hsp70-
Expressionsniveau aufwiesen, nach Stressexposition die Expression von Hsp70 und Hsc70 
steigerten, untermauert diese Hypothese (vergleiche Abbildungen 4.4 D und 4.5).  
5.3 Bei T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen ist der zeitliche Verlauf der 
Hsp70-Stressantwort  unabhängig  vom  basalen Expressionsniveau 
Die bislang beschriebenen Ergebnisse der biochemischen Analysen illustrieren anschaulich 
die sich aufgrund von Herkunft und Entdifferenzierungsgrad ergebenden Unterschiede 
zwischen den Zelllinien sowie die Schwierigkeiten, die sich infolge der heterogenen Lite-
raturlage bei der Interpretation der gewonnenen Daten zwangsläufig ergeben. Trotz dieser 
Unterschiede wiesen die drei Tumorzelllinien jedoch auch auffällige Gemeinsamkeiten 
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Hsp70 in den Zytosol- und Membranfraktionen aller drei untersuchten Zelllinien stets ver-
gleichbar. Auch die Verhältnisse von zytosolischem zu Membran-assoziiertem oder in 
subzellulären Kompartimenten enthaltenem Hsp70 änderten sich nur bei den T47D-Zellen 
und dies auch nur sehr geringfügig (Abbildung 4.3). Darüber hinaus erreichten die Hsp70-
Expressionssteigerungen die jeweiligen Maxima bei T47D- sowie MCF7- und U2OS-
Zellen zwischen vier und sechs Stunden nach Stressexposition (Abbildung 4.5). Auch die 
während der Rekonvaleszenzphase zwischen sechs und 24 Stunden auftretenden Expres-
sionsreduktionsraten waren bei allen drei Tumorzelllinien auffallend ähnlich ausgeprägt 
(T47D: -43 ± 12 %; MCF7: -48 ± 14 %; U2OS: -36 ± 10 %).  
Zusammenfassend betrachtet zeigt Letzteres klar, dass zumindest im Falle der drei unter-
suchten Tumorzelllinien der zeitliche Verlauf der Hsp70-Stressantwort unabhängig vom 
basalen Hsp70-Expressionsniveau ist. Andererseits lassen die ähnlichen Expressions-
reduktionsraten vermuten, dass die Hsp70-Menge, welche pro Zeiteinheit beispielsweise 
durch lysosomale Degradation wiederverwertet beziehungsweise direkt oder EV-abhängig 
exportiert werden kann, unabhängig von den basalen Hsp70-Expressionsniveaus der Zellen 
und auch von deren stressinduzierten Hsp70-Expressionssteigerungsraten ist.  
5.4 Die subzelluläre Lokalisation von Hsp70 wird bei T47D-, MCF7- 
und U2OS-Tumorzellen durch einen  Hitzeschock  nicht beeinflusst  
Wie allgemein bekannt, wird die Expression von Hsp70 im Rahmen der zellulären Stress-
antwort stark erhöht. Hierbei erfolgt die Synthese zwar im Zytosol. Für gewöhnlich akku-
mulieren die Chaperone jedoch unmittelbar im Anschluss in Zellkernen und Nukleoli, wo-
bei der für die Akkumulation erforderliche Zeitraum je nach Zelllinie und Stressintensität 
variieren kann (Kose und Imamoto, 2014). Der Translokationsablauf und die daran betei-
ligten Proteine sind bislang nur oberflächlich charakterisiert, jedoch konnten bereits einige 
Funktionen des kernständigen Hsp70 identifiziert werden. So ist dieses beispielsweise an 
Mechanismen beteiligt, die dem Schutz oder der Wiederherstellung der Integrität karyop-
lasmatischer oder ribosomaler Nukleinsäuren dienen (Kotoglou et al., 2009).  
Der Prozess der stressinduzierten Translokation von Hsp70 wurde beispielsweise von Ko-
toglou et al. in permeabilisierten HeLa-Zervixkarzinom-Zellen mittels indirekter Immun-
fluoreszenz visualisiert. Die Autoren demonstrierten, dass Hsp70 in den ungestressten He-
La-Zellen überwiegend zytosolisch lokalisiert ist, die Expression nach Stressexposition 
stark ansteigt und die Chaperone in Zellkernen sowie Nukleoli akkumulieren (Kotoglou et 
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mikroskopischen Analysen ungestresster und gestresster T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen 
ein gänzlich anderes Bild (vergleiche Abbildung 4.8 und Anhang, Abbildung 9.6). Inner-
halb der T47D- und MCF7-Mammakarzinom-Zellen erschien Hsp70 völlig gleichmäßig 
verteilt. Eine stressinduzierte Akkumulation von kernständigem Hsp70 trat bei diesen Zell-
linien nicht auf. Demgegenüber war im Falle der ungestressten U2OS-Osteosarkom-Zellen 
der Anteil des zytosolischen Hsp70 geringfügig höher als jener der kernständigen Chape-
rone. Darüber hinaus nahm bei letzteren Zellen die Menge des kernständigen Hsp70 nach 
Stressexposition zu, jedoch nur zu einem so geringen Teil, dass die Verteilung der Chape-
rone im gesamten Zellinnenraum gleichmäßig erschien. Eine Konzentration von Hsp70 im 
Bereich der Nukleoli war bei keiner der drei Tumorzelllinien zu beobachten. Als mögliche 
Ursache hierfür wurde zunächst die Möglichkeit in Betracht gezogen, dass die Hsp70-
Stressantwort durch unterschiedliche Zelldichten beeinflusst werden könnte.  
Im Fall von Hsc70 ist bekannt, dass sowohl die subzelluläre Lokalisation als auch die 
stressinduzierte nukleäre Akkumulation von der Zelldichte abhängen können (Chu et al., 
2001). So ist Hsc70 bei HeLa-Kulturen geringerer Dichten innerhalb der Zellen überwie-
gend gleichmäßig verteilt, akkumuliert nach einem Hitzeschock jedoch in den Zellkernen. 
Bei konfluenten HeLa-Kulturen hingegen ist das konstitutiv exprimierte Chaperon über-
wiegend zytosolisch lokalisiert, eine stressinduzierte Akkumulation von kernständigem 
Hsc70 tritt bei solchen Kulturen nicht auf. Chu et al. visualisierten diesen Zusammenhang 
unter anderem mittels indirekter Immunfluoreszenz, wobei für die Präparation der Zellen 
eine dem eigenen experimentellen Ansatz entsprechende Methode genutzt wurde (Fixie-
rung mittels Paraformaldehyd, Permeabilisierung mittels Triton X-100).  
Im Gegensatz zu den für Hsc70 beschriebenen Lokalisationsmustern ließ ein Vergleich der 
Verteilung von Hsp70 bei T47D-, MCF7- und U2OS-Kulturen verschiedener Zelldichten 
keine Unterschiede erkennen (vergleiche Abbildung 4.8 und Anhang, Abbildung 9.6). So-
mit kann davon ausgegangen werden, dass die subzelluläre Lokalisation von Hsp70 zu-
mindest im Falle der drei letztgenannten Tumorzelllinien nicht von der Zelldichte abhängig 
ist. Ferner gelang es nicht, die von Kotoglou et al. im Falle der HeLa-Zellen gezeigte und 
aufgrund der Ergebnisse der eigenen biochemischen Analysen erwartete Steigerung der 
Hsp70-Expression nach Stressexposition mit fluoreszenzmikroskopischen Methoden zu 
visualisieren oder quantitativ zu erfassen (vergleiche Abbildungen 4.5 und 4.8 sowie An-
hang, Abbildungen 9.5 und 9.6). Weder bei den permeabilisierten noch bei den unpermea-
bilisierten Proben der T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen konnte eine signifikante Zunahme 
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Letzteres dürfte im Wesentlichen auf die methodischen Einschränkungen zurückzuführen 
sein, welche die Möglichkeiten der Immunfluoreszenzmikroskopie im Allgemeinen be-
grenzen. So erfolgten die biochemischen Analysen exklusive der Zellkerne und damit der 
kernständigen Proteine. Dies ließ sich im Falle der fluoreszenzmikroskopischen Analysen 
jedoch nicht umsetzen. Des Weiteren unterschieden sich die Ausdehnungen der Zellen 
entlang der Z-Achse bisweilen so stark voneinander, dass die optimalen Fokusebenen teil-
weise extrem variierten. Auch ließen sich insbesondere die T47D- und MCF7-Zellen nur 
schwer vereinzeln. Daher konnten einzelne Zellen oftmals nicht eindeutig voneinander 
abgegrenzt werden, was die Quantifizierung deutlich erschwerte.  
Prinzipiell muss in diesem Zusammenhang auch eine artifizielle Umverteilung bezie-
hungsweise differentielle Extraktion von Proteinen aus subzellulären Kompartimenten in-
folge von Fixierung und Permeabilisierung als mögliche Fehlerquelle berücksichtigt wer-
den. Derartige Artefakte können etwa auftreten, wenn Paraformaldehyd-fixierte Zellen mit 
Triton X-100 permeabilisiert werden (Melan und Sluder, 1992), wie im Rahmen der eige-
nen Experimente sowie von Chu et al. praktiziert. Dies gilt auch für die von Kotoglou et 
al. durchgeführte Permeabilisierung von Paraformaldehyd-fixierten Zellen mit Methanol 
(Schnell et al., 2012). Allerdings wurde die stressinduzierte nukleäre Akkumulation von 
Hsp70 bei HeLa-Zellen von anderen Autoren auch beispielsweise durch Expression fluo-
reszierender Fusionsproteine visualisiert (Zeng et al., 2004).  
Gegen das Vorliegen von Fixations- beziehungsweise Permeabilisierungsartefakten im 
Falle der eigenen Ergebnisse spricht, dass bei ungestressten HeLa-Zellen, die zu Ver-
gleichswecken analog zu den T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen präpariert und analysiert 
wurden, kaum kernständiges Hsp70 zu beobachten war (Anhang, Abbildung 9.12 A). Da-
rüber hinaus war Hsc70 bei ungestressten U2OS-Kulturen geringer Zelldichte zwar im 
zytosolischen Bereich der Zellen detektierbar, nicht jedoch innerhalb der Zellkerne (An-
hang, Abbildung 9.12 B). Dementsprechend kann zwar nicht zweifelsfrei ausgeschlossen 
werden, dass durch die genutzte Präparationsmethode geringfügige artifizielle Umvertei-
lungen oder differentielle Extraktionen von Zielproteinen ausgelöst wurden. Wahrscheinli-
cher ist indes, dass die dargestellten Diskrepanzen zwischen den im Falle der HeLa-Zellen 
publizierten Daten und den dargestellten eigenen Ergebnissen aus der unterschiedlichen 
Herkunft der einzelnen Tumorzelllinien resultieren.  
Letzteres lässt einerseits darauf schließen, dass bei einer bestimmten Tumorzelllinie ge-
machten Beobachtungen nicht zwangsläufig auf andere Zelllinien - und insbesondere nicht 
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immunfluoreszenzmikroskopischen Analysen jedoch vermuten, dass ein Hitzeschock der 
genutzten Dauer und Intensität (25 Minuten, 44 °C) auf die Lokalisation des intrazellulären 
sowie des auf den extraplasmatischen Seiten der Plasmamembranen exponierten Hsp70 bei 
T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen keinen wesentlichen Einfluss hat.  
Interessanterweise nutzten Kotoglou et al. für die Stressexposition ebenfalls Wasserbäder, 
machten über die Zufuhr gasförmigen Kohlenstoffdioxids aber keine Angaben. Die Stress-
intensität (43,5 °C) war mit der im Rahmen der eigenen Analysen genutzten vergleichbar. 
Der Expositionszeitraum (90 Minuten) lag erheblich darüber, der Erholungszeitraum (90 
Minuten) erheblich darunter. Bedeutsam ist hierbei die im Rahmen eigener Experimente 
gemachte Beobachtung, dass weder T47D-, noch MCF7- oder U2OS-Zellen einer Stressin-
tensität von 44 °C für 90 Minuten ohne Aufrechterhaltung der für die Kultivierung erfor-
derlichen Kohlenstoffdioxid-Konzentration standhalten. Unter Berücksichtigung der über-
wiegend gleichmäßigen Verteilung von Hsp70 innerhalb von ungestressten und gestressten 
Mammakarzinom- sowie Ostersarkom-Zellen liegt daher die Schlussfolgerung nahe, dass 
es sich bei der im Falle der Zervixkarzinom-Zellen beschriebenen, stressinduzierten Trans-
lokation von zytosolischem Hsp70 in Zellkerne nicht um ein generelles Phänomen handelt.  
5.5 Sowohl integrales als auch peripheres Hsp70 sind auf den Ober-
flächen von T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen in Clustern lokalisiert  
Bisherige Studien zielten oftmals lediglich darauf ab, Hsp70 auf verschiedenen Tumorzel-
len nachzuweisen und diese bezüglich der Menge des auf den Oberflächen exponierten 
Hsp70 zu charakterisieren. So demonstrierten Gehrmann et al. durchflusszytometrisch, 
dass T47D-Zellen im Vergleich zu MCF7-Zellen über weniger integrales Hsp70 verfügen 
und dass T47D-Kulturen einen geringeren prozentualen Anteil von Zellen aufweisen, die 
integrales Hsp70 exponieren (Gehrmann et al., 2014; T47D: 29 %; MCF7: 82 %). Darüber 
hinaus zeigten die Autoren mittels direkter Immunfluoreszenz, dass das integrale Hsp70 
auf murinen 4T1-Mammakarzinom-Zellen nicht gleichmäßig verteilt ist, sondern in räum-
lich begrenzten Bereichen akkumuliert (vergleiche Abbildung 2.5).  
Die Resultate der eigenen immunfluoreszenzmikroskopischen Analysen entsprachen 
grundsätzlich den von Gehrmann et al. beschriebenen Ergebnissen. So war bei Nutzung 
des monoklonalen Hsp70-Primärantikörpers sc-59569 auf den MCF7-Zellen ein ähnliches 
Hsp70-Lokalisationsmuster zu beobachten, wie für die 4T1-Zellen beschrieben (Gehrmann 
et al., 2014). Auch der im Vergleich zu den T47D-Zellen höhere Gehalt von integralem 
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Primärantikörpers war eine Konzentration von Hsp70 auf eng begrenzte Bereiche der Zell-
oberfläche nur bei den MCF7-Zellen erkennbar. Auf den T47D- und U2OS-Zellen hinge-
gen schien Hsp70 überwiegend gleichmäßige verteilt zu sein. Demgegenüber zeigten die 
mittels des polyklonalen Primärantikörpers sc-1060 durchgeführten Untersuchungen eine 
Akkumulation von Hsp70 in ein bis zwei Clustern auf jeder einzelnen analysierten MCF7-, 
T47D- und U2OS-Zelle (Abbildung 4.7). Die grundsätzlich sphärisch beziehungsweise 
globulär erscheinenden Cluster waren überwiegend apikal oder lateral lokalisiert und er-
reichten Durchmesser von etwa drei Mikrometern auf den MCF7-, aber von bis zu zehn 
Mikrometern auf den T47D- und U2OS-Zellen. Darüber hinaus unterschieden sich die In-
tensitäten der Fluoreszenzsignale zwischen den Zelllinien nur geringfügig (vergleiche Ab-
bildungen 4.6 bis 4.8 sowie Anhang, Abbildungen 9.5 und 9.6).  
Letzteres steht auf den ersten Blick im Widerspruch zu den von Gehrmann et al. publizier-
ten Ergebnissen. In diesem Zusammenhang muss jedoch berücksichtigt werden, dass der 
für die Charakterisierung der Menge des auf den Oberflächen der MCF7- und T47D-Zellen 
exponierten Hsp70 genutzte monoklonale Antikörper cmHsp70.1 spezifisch für das in die 
Plasmamembran integrierte Hsp70 ist (Multhoff und Hightower, 2011). Das Chaperon 
kann aber auch als peripheres Membranprotein vorliegen (Mahalka et al., 2014). Da durch 
polyklonale Antikörper für gewöhnlich mehrere verschiedene Epitope gebunden werden 
können, lassen die beschriebenen Lokalisationsmuster vermuten, dass der polyklonale 
Primärantikörper sc-1060 sehr wahrscheinlich sowohl das integrale als auch das periphere 
Hsp70 bindet. Dementsprechend liegt die Schlussfolgerung nahe, dass Hsp70 auf den 
Oberflächen der MCF7-Zellen überwiegend als integrales, auf den T47D- und U2OS-
Zellen hingegen überwiegend als peripheres Membranprotein vorliegt.  
Letzterer Hypothese entspricht auch, dass bei den permeabilisierten T47D- und MCF7-
Zellen vereinzelt lokale Akkumulationen von Hsp70 im Bereich der Zellperipherie auftra-
ten (Abbildung 4.8). Diese waren zwar generell deutlich kleiner als die Hsp70-Cluster auf 
den unpermeabilisierten Zellen, wiesen jedoch eine diesen entsprechende Form auf. Im 
Gegensatz zur gemeinhin uneinheitlichen optischen Erscheinung zufällig auftretender, un-
regelmäßiger Ein- oder Ausstülpungen der Zellmembran waren diese Strukturen oftmals 
rundlich. Somit können diese auch als Akkumulation des gegenüber Detergenzien resisten-
ten integralen Hsp70 interpretiert werden (Vega et al., 2008).  
Demgegenüber lässt bereits die Form der Hsp70-Cluster auf den unpermeabilisierten Tu-
morzellen vermuten, dass es sich bei diesen um EVs handeln könnte, wobei die Größe der 
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nur Exosomen beziehungsweise TMVs mit Durchmessern im Nanometerbereich, sondern 
setzten auch wesentlich größere EVs frei (D'Souza-Schorey und Clancy, 2012; Raposo und 
Stoorvogel, 2013). Im Gegensatz zu TMVs werden solche als Ektosomen, Onkosomen 
oder Gigantvesikel bezeichnete EVs nicht durch Verschmelzung von MVBs mit der Plas-
mamembran sekretiert, sondern durch Abschnürung von Bereichen derselben freigesetzt 
(nach der englischen Bezeichnung "Shedding Vesicles" werden nachfolgend alle von der 
Zellmembran abgeschnürten EVs zusammenfassend als "SVs" bezeichnet). Beispielsweise 
sondern diverse Prostatatumore und amöboide Tumorzellen SVs ab, die Durchmesser von 
ein bis zehn Mikrometer erreichen können (Di Vizio et al., 2012).  
Im Falle von Mammakarzinomen sowie einiger von diesen abstammender Zelllinien, da-
runter auch die T47D- und MCF7-Zellen, beschrieben Wright et al. die Bildung von EVs, 
deren Durchmesser die Autoren mit drei bis 42 Mikrometern bezifferten (Wright et al., 
2014). Letztgenannte Studie stützt sich jedoch ausschließlich auf mikroskopische Verfah-
ren. Dies ist insoweit auffällig, als dass zur Isolation großer SVs bereits etablierte Proto-
kolle im Wesentlichen auf differentieller Zentrifugation oder Filtration beruhen und die 
Gewinnung von TMVs und SVs in analysefähiger Form relativ simpel erscheinen lassen 
(Di Vizio et al., 2012; Morello et al., 2013). Im Rahmen eigener Experimente wurde fest-
gestellt, dass T47D- und MCF7-Zellen an SVs erinnernde Vesikel freisetzten, diese jedoch 
eine derart starke Tendenz zur Aggregation zeigten, dass die Isolate durchflusszytomet-
risch nicht analysiert werden konnten. Auch waren vesikuläre Strukturen mit mehreren 
Dutzend Mikrometern Durchmesser bei T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen zu keinem Zeit-
punkt zu beobachten. Dennoch bleibt festzuhalten, dass das Vorhandensein von SVs, deren 
Größe den beschriebenen Hsp70-Clustern entspricht, nicht ungewöhnlich und wahrschein-
lich auch kein besonderes Merkmal amöboider Tumorzellen oder bestimmter Tumortypen 
ist. Dies stützt wiederum die Hypothese, dass es sich bei den Hsp70-Clustern um in der 
Abschnürung begriffene oder mit der Plasmamembran verschmelzende SVs handeln könn-
te. Die nachfolgend dargestellten Ergebnisse bestätigen diese Hypothese indirekt. 
5.6 Alix akkumuliert auf den Oberflächen von T47D-, MCF7- und    
U2OS-Zellen  ausschließlich  in  der  Umgebung  der Hsp70-Cluster 
Derzeit wird davon ausgegangen, dass die meisten gesunden Zellen wie auch die überwie-
gende Anzahl von Tumorzellen beständig EVs externalisiert beziehungsweise internali-
siert. Von diesen wird unter anderem vermutet, dass sie der interzellulären Kommunikation 
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dere der Biogenese von SVs sind bislang nur oberflächlich charakterisiert. Jedoch wird 
angenommen, dass Abschnürung und Fusion großer SVs von beziehungsweise mit der 
Plasmamembran extensive Remodellierungsprozesse von Extrazellularmatrix- und Zellad-
häsionskomponenten erfordern (Minciacchi et al., 2015a). In letztgenannte Prozesse invol-
viert ist unter anderem das multifunktionelle Protein Alix. Dieses findet insbesondere als 
exosomales Markerprotein Verwendung, da es an der Biogenese von TMVs beteiligt und 
in deren Lumen enthalten ist (Mathivanan et al., 2012). Allerdings demonstrierten Pan et 
al. am Beispiel von WI38-Fibroblasten, dass das auf den Oberflächen dieser Zellen lokali-
sierte Alix auch in die Regulation der Integrin-vermittelten Zelladhäsion sowie in den Auf-
bau der extrazellulären Matrix involviert ist (Pan et al., 2008b).  
Interessanterweise zeigten die Ergebnisse der eigenen fluoreszenzmikroskopischen Analy-
sen, dass Alix auf den Oberflächen der T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen zwar mit Hsp70 
kolokalisierte, dabei jedoch allgemein ein flächigeres Lokalisationsmuster aufwies (ver-
gleiche Abbildungen 4.10 und 4.11). Unter Berücksichtigung der von Pan et al. publizier-
ten Daten bestätigt dies indirekt die zuvor postulierte Hypothese, nach welcher es sich bei 
den Hsp70-Clustern um in der Abschnürung oder Fusion begriffene SVs handeln könnte. 
Wie nachfolgend dargestellt, ergaben sich abgesehen vom Lokalisationsmuster des Prote-
ins Alix jedoch noch weitere Hinweise, welche die genannte Annahme untermauern. 
5.7 Die Proteincluster auf den Oberflächen der T47D-, MCF7- und 
U2OS-Zellen stellen sehr wahrscheinlich extrazelluläre Vesikel dar   
Obgleich die Forschung bezüglich der Klassifizierung von EVs, der Charakterisierung der 
Membranlipide sowie der im Lumen enthaltenen und auf den Oberflächen exponierten 
Proteine noch am Anfang steht, konnten bereits einige auffällige Besonderheiten aufge-
deckt werden. Beispielsweise ist Phosphatidylserin (PS) eine Hauptkomponente der äuße-
ren Membranen der meisten diesbezüglich bislang charakterisierten EVs (Minciacchi et al., 
2015a). Hieraus ergibt sich zwangsläufig die Schlussfolgerung, dass PS während der Bio-
genese von SVs auf den Oberflächen der entsprechenden Zellen exponiert werden muss, 
wenn die äußeren Membranschichten der abzuschnürenden Vesikel PS enthalten. Dies 
widerspricht auf den ersten Blick einer ganzen Reihe von Theorien, welche die Exposition 
von PS in einem gänzlich anderen Zusammenhang beschreiben.  
Bekanntlich differieren die zytosolischen und extrazellulären Schichten der Plasmamemb-
ranen etwa von tierischen Zellen unter anderem dahingehend, dass das Vorhandensein von 
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plasmatische Seite und die daraus resultierende Exposition der Phospholipide wurden   
ursprünglich als Alleinstellungsmerkmal apoptotischer Zellen angesehen. Auch wurde da-
von ausgegangen, dass PS-exponierende Zellen zwangsläufig durch Phagozyten eliminiert 
würden. Inzwischen hat sich jedoch herausgestellt, dass beide Theorien in dieser allge-
meingültigen Form nicht zutreffend sind. So zeigten etwa Riedl et al. am Beispiel diverser 
Tumorzelllinien und Primärkulturen, dass PS auf den Oberflächen nicht-apoptotischer Tu-
morzellen vorhanden sein kann (Riedl et al., 2011). Darüber hinaus demonstrierten Segawa 
et al. am Mausmodell, dass die Exposition von PS allein nicht immer ausreichend ist, um 
eine Reaktion phagozytierender Zellen auszulösen (Segawa et al., 2011). Ähnliches wurde 
auch bei humanen Zellen beobachtet, wenngleich nur unter Zellkultur-Bedingungen (Bori-
senko et al., 2003; Devitt et al., 2003). Demensprechend kann davon ausgegangen werden, 
dass die Exposition von PS keine zwangsläufige Folge von Apoptose ist und auch für 
T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen keine Besonderheit darstellen würde. 
Bemerkenswert an PS ist weiterhin, dass eine ganze Reihe von Proteinen, die direkt mit 
Phospholipiden interagieren können, hierbei PS bevorzugen. Zu diesen zählen neben 
Hsp70 auch GAPDH, die Laktat-Dehydrogenase (LDH) und Tubulin (Caron und Berlin, 
1987; Terlecki et al., 2006; Montalbano et al., 2012; Mahalka et al., 2014). Von GAPDH 
und Tubulin ist weiterhin bekannt, dass diese Proteine auf den extraplasmatischen Seiten 
der Plasmamembranen von Tumorzellen vorhanden sein können (Rubin et al., 1982; Cor-
rea et al., 2010). Im Falle von LDH zeigten Campanella et al. am Beispiel von Erythrozy-
ten, dass dieses an der Plasmamembran der Zellen akkumuliert (Campanella et al., 2005). 
Da letztere Autoren jedoch mit permeabilisierten Zellen arbeiteten, gingen sie von einer 
ausschließlich zytoplasmatischen Lokalisation des Enzyms aus.  
Interessanterweise zeigten die eigenen fluoreszenzmikroskopischen Analysen, dass auch 
GAPDH, LDH und α-Tubulin auf den extraplasmatischen Seiten der Plasmamembranen 
unpermeabilisierter T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen in Clustern akkumulierten (verglei-
che Abbildungen 4.8 und 4.9). Darüber hinaus kolokalisierten GAPDH und α-Tubulin per-
fekt mit Hsp70 (Abbildung 4.10). Eine diesbezügliche Prüfung von LDH wurde zwar nicht 
durchgeführt. Aufgrund der identischen Lokalisationsmuster von LDH und Hsp70 kann 
eine Kolokalisation jedoch vorausgesetzt werden. Des Weiteren erwiesen sich auch die 
GAPDH-, LDH- und α-Tubulin-Cluster während der fluoreszenzmikroskopischen Analy-
sen als nicht Detergenzien-resistent (Abbildung 4.9). Hierbei wurde zur Permeabilisierung 
ein Puffer genutzt, welcher unter anderem 0,1 % Triton X-100 und 190 mM Natriumchlo-
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erfolgte die Fraktionierung ohne Verwendung von Detergenzien, wobei nicht nur α-
Tubulin, sondern auch GAPDH und LDH in den Membranfraktionen detektierbar waren 
(Abbildung 4.1). Gemeinhin können integrale Membranproteine mit Triton X-100 sowie 
Natriumchlorid in den für die fluoreszenzmikroskopischen Analysen genutzten Konzentra-
tionen nicht rückstandsfrei aus Membranen extrahiert werden (Jagow und Revzin, 2013). 
Daher kann davon ausgegangen werden, dass zumindest GAPDH und LDH auf den Zell-
oberflächen praktisch ausschließlich als peripherere Membranproteine vorliegen.  
Zusammenfassend betrachtet liegt somit die Vermutung nahe, dass die Akkumulation der 
genannten Proteine und von Hsp70 eine direkte Konsequenz der Exposition von PS auf 
den Zelloberflächen darstellen könnte, die im Rahmen der SV-Biogenese wahrscheinlich 
zwangsläufig erfolgt. Diese Hypothese wird gestützt durch die von Schilling et al. demons-
trierte Kolokalisation von Hsp70 und PS auf den Oberflächen von Zellen der aus CX2-
Kolonadenokarzinom-Zellen generiert Subzelllinie CX- (Schilling et al., 2009).   
5.8 Centrin, die Na+/K+-ATPase und Galektin-3 akkumulieren auf den 
mutmaßlichen   extrazellulären   Vesikeln   Tumorzelltyp-spezifisch  
Insgesamt betrachtet stützten die zuvor dargestellten Ergebnisse zwar die Hypothese, dass 
es sich bei den Protein-Clustern um SVs handeln könnte, deren Membranen PS enthalten. 
Jedoch musste aufgrund nachfolgend beschriebener Beobachtungen zunächst die Möglich-
keit in Betracht gezogen werden, die Detektion der Cluster auf den unpermeabilisierten 
Zellen könnte auf fixationsbedingte Artefaktbildung zurückzuführen sein.  
Beispielsweise erschien Centrin auf T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen ebenfalls in Clustern 
lokalisiert, die frappierend den Hsp70-Clustern ähnelten, obgleich es sich bei Centrin im 
Falle humaner Zellen um ein intrazelluläres Protein handeln sollte (Abbildung 4.9). Dies-
bezüglich muss jedoch berücksichtigt werden, dass der genutzte Primärantikörper gemäß 
den Angaben des Herstellers nicht nur Centrin-1, sondern auch Centrin-2 bindet. Letzteres 
ist bei humanen Zellen zwar größtenteils zytosolisch lokalisiert, jedoch nicht mit Zentro-
somen assoziiert (Paoletti et al., 1996). Auch sind Funktionen und Eigenschaften von 
Centrin-2 bislang nur ansatzweise charakterisiert. Daher ist es zumindest denkbar, dass es 
sich bei den Clustern um extrazelluläres Centrin-1 oder Centrin-2 handeln könnte. 





lierten in Clustern, wenngleich nur auf den MCF7- und U2OS-Zellen (Abbildung 4.9). Auf 
den T47D-Zellen erschienen diese hingegen flächiger verteilt. Diese Lokalisationsmuster 
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SVs enthalten und die Enzymaktivität in hohem Maße von PS abhängig (Taylor et al., 
1983; Haviv et al., 2013; Michalak et al., 2013). Daher scheint es plausibel, dass auch die-
ses Protein auf der Zelloberfläche in Bereichen akkumuliert, in welchen PS-haltige SVs 




-ATPase war Galektin-3 auf den T47D- und 
MCF7-Zellen in Clustern lokalisiert, erschien auf den U2OS-Zellen flächiger verteilt, ko-
lokalisierte jedoch grundsätzlich mit Hsp70 (Abbildung 4.12). Darüber hinaus ließ sich das 
ß-Galaktoside-bindende Protein bei keiner der drei Zelllinien mit Laktose von der Zell-
oberfläche entfernen. Letzteres erscheint auf den ersten Blick nicht verwunderlich, da Lu-
kyanov et al. eine direkte Interaktion von Galektin-3 mit Phospholipiden und unter ande-
rem mit PS demonstrierten (Lukyanov et al., 2005). Jedoch konnten derartige Interaktionen 
im Rahmen einer weiteren Studie nicht reproduziert werden (von Mach, 2013). Darüber 
hinaus ist der Einfluss von Laktose auf die Bindung von Galektin-3 an Glykoliganden auf 
der Zelloberfläche ein gut dokumentiertes Phänomen (von Mach et al., 2014). Allerdings 
erfolgten die Studien von Mach et al. überwiegend am Beispiel epithelbildender, caniner 
MDCK-Nierenzellen sowie mittels fluoreszierender Galektin-3-Fusionsproteine und ohne 
gesonderte Betrachtung von PS. Dementsprechend kann zumindest nicht ausgeschlossen 
werden, dass Galektin-3 auf den T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen tatsächlich mit PS in-
teragiert oder an glykosylierte Lipide beziehungsweise Proteine gebunden ist, für deren 
Kohlenhydratgruppen es eine im Vergleich zur Laktose höhere Affinität besitzt.  





-ATPase und Galektin-3 auf den unpermeabilisierten Zellen fragwürdig, kann aber 
plausibel erklärt werden. Im Falle der Lokalisationsmuster von Cavelin-1 ist dies nicht 
ohne Weiteres möglich. Caveolin-1 ist ein wichtiges Strukturelement der Caveolae und es 
wird angenommen, dass das Protein mittels einer zentralen, Haarnadel-förmigen und hyd-
rophoben Region zwischen den intra- und extrazellulären Schichten der Plasmamembran 
verankert ist (Williams und Lisanti, 2004). Hierbei wird die extrazelluläre Membranschicht 
jedoch nicht durchspannt. Der für die Markierung des Proteins genutzte monoklonale Pri-
märantikörper D46G3 wurde nach Angabe des Herstellers unter Verwendung eines synthe-
tischen Peptides erzeugt, welches einen Teil der zytoplasmatisch lokalisierten N-
terminalen Region des Proteins umfasste. Dementsprechend war nicht davon auszugehen, 
Caveolin-1 auf den unpermeabilisierten Zellen nachweisen zu können.  
Tatsächlich war Cavelin-1 jedoch detektierbar, erschien auf den unpermeabilisierten 
T47D- und MCF7-Zellen flächig verteilt, kolokalisierte auf den MCF7-Zellen mit Hsp70 
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Lokalisationsmuster (Abbildungen 4.6 und 4.9). Letzteres ist umso bemerkenswerter, als 
Gargalovic et al. eine Kolokalisation von Caveolin-1 und PS auf den Oberflächen von 
Makrophagen beschrieben (Gargalovic und Dory, 2003). Da die Autoren jedoch mit indi-
rekter Immunfluoreszenzmikroskopie und permeabilisierten Zellen arbeiteten, erscheint 
deren Behauptung, Caveolin-1 auf den extraplasmatischen Seiten der Plasmamembranen 
detektiert zu haben, zumindest fragwürdig. Allerdings wird Caveolin-1 beispielsweise von 
Prostata-Tumorzellen aktiv sekretiert, wobei jedoch noch unklar ist, ob das Protein in freier 
Form oder EV-abhängig externalisiert wird (Tahir et al., 2001). Somit kann nicht ausge-
schlossen werden, dass Caveolin-1 bei einigen Tumorzelltypen auch auf den extrazellulä-
ren Seiten der Plasmamembranen vorhanden sein könnte. 
Interessanterweise zeigten Lee et al., dass Caveolin-1 von T47D- und MCF7-Zellen nicht 
exprimiert wird, was Engelman et al. auf eine funktionelle Methylierung von Cytosin-
Guanin-Paaren innerhalb der Promotor-Region des Caveolin-1-Gens zurückführten (Lee et 
al., 1998; Engelman et al., 1999). Demgegenüber belegten Du et al. das Vorhandensein 
von Cavelin-1 im Falle der MCF7-Zellen (Du et al., 2014). Davon abgesehen demonstrier-
ten Aoki et al., dass bei Caveolin-1 das Einbringen einer Punktmutation in die Trans-
membranregion ausreichend ist, um die Bildung einer die Plasmamembran vollständig 
durchspannenden Form des Proteins auszulösen (Aoki et al., 2010). Hierbei wird die N-
terminale Domäne von Caveolin-1 auf die extraplasmatische Seite der Zellmembran trans-
loziert. Dementsprechend ist es denkbar, dass die analysierten Tumorzellen Caveolin-1 
infolge fortschreitender Entdifferenzierung exprimieren oder in mutierter Form synthetisie-
ren, was die korrekte kotranslationale Membraninsertion behindert haben könnte. Unter 
Berücksichtigung der bei unpermeabilisierten und permeabilisierten U2OS-Zellen nahezu 
identischen punktförmigen Lokalisationsmuster (Abbildung 4.9 I) kann darüber hinaus 
nicht ausgeschlossen werden, dass durch die Fixierung Caveolin-1-Multimeren unterei-
nander oder mit anderen Membranproteinen quervernetzt wurden. Dies könnte ein ähnli-
cher Effekt ausgelöst haben, wie ihn Aoki et al. demonstrierten.  
Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Proteinen waren Aktin und Hsp60 auf den un-
permeabilisierten T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen kaum detektierbar. Im Falle von Aktin 
ließen sich bei Nutzung klassischer Fluoreszenzmikroskopie auf den MCF7-Zellen zwar 
sehr schwache Fluoreszenzsignale erahnen (Abbildung 4.9 A). Mittels konfokaler Laser-
Scanning-Mikroskopie war Aktin hingegen nicht nachweisbar (Abbildung 4.10 A). Der 
hierbei genutzte monoklonale Primärantikörper Ab-5 bindet gemäß den Angaben des Her-
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nommen werden, dass Proteine der Aktin-Familie auf den extraplasmatischen Seiten der 
Plasmamembranen der analysierten Tumorzellen - zumindest im Vergleich zu den meisten 
der zuvor genannten Proteine - nur in relativ geringen Mengen vorhanden sind. Hsp60 hin-
gegen war auf den MCF7-Zellen nicht, auf den T47D-Zellen kaum, auf den U2OS-Zellen 
aber zumindest schwach detektierbar (Abbildung 4.9 B). Diese Beobachtungen stehen 
zwar im Widerspruch zu den Ergebnissen einiger Autoren, welche das Vorhandensein von 
Hsp60 auf den Oberflächen von gesunden Zellen wie auch von Tumorzellen demonstrier-
ten (Soltys und Gupta, 1996; Shin et al., 2003). Allerdings wurden die T47D-, MCF7- und 
U2OS-Zellen diesbezüglich bislang noch nicht charakterisiert. Dementsprechend kann 
vermutet werden, dass Hsp60 auf den untersuchten Tumorzellen nur in vergleichsweise 
geringen Mengen vorhanden ist. Auch könnte Hsp60 größtenteils in einer Form vorliegt, 
für welche der genutzte Primärantikörper ab13532 nicht ausreichend spezifisch ist. Wei-
terhin ist es denkbar, dass die Exposition von Hsp60 auf den extrazellulären Seiten der 
Plasmamembran bei Tumorzellen kein generelles Phänomen darstellen könnte.  
Zusammenfassend betrachtet und unter Berücksichtigung der genutzten Methoden scheint 
es somit unwahrscheinlich, dass die Protein-Cluster auf den unpermeabilisierten Zellen 
artifizieller Natur sind. Zwar wäre es grundsätzlich möglich, dass durch die Quervernet-
zung von Membranproteinen Öffnungen in der Plasmamembran geschaffen werden, also 
auch Proteine auf der zytoplasmatischen Seite der Membran detektiert werden könnten. In 
diesem Falle hätten jedoch alle genutzten Antikörper bei allen Zelllinien identische Lokali-
sationsmuster zeigen müssen. Dies war bei den meisten Zielproteinen jedoch nicht der Fall 
(Abbildungen 4.9, 4.10 und 4.12). Weiterhin wäre es denkbar, dass zum Teil nicht die Pro-
teine selbst detektiert wurden, sondern nur Bruchstücke derselben. Letztere könnten etwa 
durch Haupthistokompatibilitätskomplexe der Klasse I (nach der englischen Bezeichnung 
"Major Histocompatibility Complex" nachfolgend als "MHC" bezeichnet) exponiert wor-
den sein. Dies würde aber bedeuten, dass die Tumorzellen MHC-Klasse-I-Komplexe auf 
der Zelloberfläche in eng begrenzten Bereichen konzentrieren, was die Bedeutung der be-
schriebenen Strukturen lediglich untermauern würde. Letzteres gilt auch für den Fall, dass 
einige der betrachteten Zielproteine tatsächlich nicht direkt mit der Plasmamembran inter-
agieren, sondern an proteinartige Rezeptoren gebunden sind. 
Insgesamt betrachtet bleibt somit die Biogenese von SVs die wahrscheinlichste Erklärung 
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-ATPase beobachteten unterschiedlichen Lokalisationsmuster und Fluoreszenz-
signalintensitäten (Abbildungen 4.9 bis 4.12) vermuten, dass die Komposition der auf den 
vermeintlichen SVs exponierten Proteine für einzelne Zelltypen spezifisch sein könnte. 
5.9 Das Membran-assoziierte Hsp70 ist sehr wahrscheinlich nicht aktiv 
Hsp70 in Form integraler Plasmamembranproteine wurde bislang nur bei Tumorzellen 
dauerhaft und in relevanter Menge nachgewiesen, nicht jedoch bei korrespondierenden 
gesunden Zellen (Multhoff et al., 1995). Da sich somit diese Form der Chaperone als gene-
reller Tumormarker eignen würde, wird derzeit nach Möglichkeiten geforscht, das integra-
le Hsp70 etwa mittels geeigneter Peptide gezielt zu markieren und in vitro beziehungswei-
se in vivo nachzuweisen. Die grundsätzliche Nutzbarkeit dieses Verfahrens demonstrierten 
Gehrmann et al. unter Zellkulturbedingungen und Stangel et al. am Mausmodell (Gehr-
mann et al., 2014; Stangl et al., 2014). Die Autoren verwendeten hierbei ein Fluorochrom-
gekoppeltes Peptid, dessen primäre Sequenz der eines zwischen Substratbinde- (SBD) und 
Nukleotidbindedomäne (NBD) gelegenen Bereiches von Hsp70 entsprach (gemäß der von 
den Autoren verwendeten englischen Bezeichnung "Tumor Cell-penetrating Peptide-based 
Probe" nachfolgend mit "TPP-Peptid" abgekürzt). Hierbei konnte gezeigt werden, dass das 
TPP-Peptid an den zwischen SBD und NBD befindlichen und die Dimerisierung von 
Hsp70 ermöglichenden Bereich der Chaperone bindet, welcher bei integralem Hsp70 ext-
razellulär lokalisiert ist. Darüber hinaus wurde demonstriert, dass die Bindung des Peptides 
eine Internalisierung von Hsp70 auslöst (vergleiche Abbildung 2.5). Eine Aufnahme des 
TPP-Peptides wurde auch bei gesunden Zellen beobachtet, jedoch in deutlich geringerer 
Mengen als bei korrespondierenden Tumorzellen (Stangl et al., 2014). 
Demgegenüber wurde im Rahmen der eigenen Analysen versucht, Hsp70 mittels des von 
Zhu et al. charakterisierten Substratpeptides zu markieren (Zhu et al., 1996). Dessen N-
Terminus wurde zwecks Unterbindung sterischer Substituenteneffekte um eine kurze Ami-
nosäuresequenz erweitert und an 5(6)-Carboxyfluorescein (CFL) gekoppelt (nachfolgend 
als "NRL-Peptid" bezeichnet). Als Negativkontrollen wurde unter anderem ein Peptid ge-
nutzt, bei welchem drei für die Interaktion mit Hsp70 essentielle hydrophobe Aminosäuren 
durch hydrophile Reste substituiert worden waren (nachfolgend als Kontroll-Peptid be-
zeichnet beziehungsweise mit "KTR-Peptid" abgekürzt). Mittels des NRL-Peptides gelang 
es jedoch nicht, das von Gehrmann et al. etwa am Beispiel muriner 4T1- und humaner 
MCF7-Mammakarzinom-Zellen demonstrierte Lokalisationsmuster des TPP-Peptides bei 
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bei unterschiedlichen experimentellen Ansätzen bezüglich Fluoreszenzintensität sowie 
Lokalisationsmuster nur extrem geringfügige Unterschiede zwischen den mit NRL- und 
den mit KTR-Peptiden behandelten Zellen (Abbildungen 4.14 bis 4.16.). Beide Peptide 
wurden unter physiologischen Bedingungen von den Zellen aufgenommen, waren jedoch 
auch bei Unterbindung der Endozytose durch Inkubation bei niedrigen Temperaturen auf 
den Oberflächen der Zellen detektierbar (Abbildung 4.15). Hierbei zeigten beide Peptide 
ein punktförmiges, flächiges Lokalisationsmuster, welches sich deutlich von den beschrie-
benen Hsp70-Clustern unterschied (vergleiche Abbildungen 4.7 und 4.15). Darüber hinaus 
musste festgestellt werden, dass mit Peptiden und mit ungekoppelten Fluorochromen be-
handelte Zellen ähnlich hohe Fluoreszenzintensitäten aufwiesen (Abbildung 4.16). Da das 
Fluorochrom CFL zwar hydrophil, aber negativ geladen ist (Bajoria und Contractor, 1997), 
lässt dies vermuten, dass geringfügige Anteile der NRL- und KTR-Peptide Fluorochrom-
vermittelt mit Komponenten der Plasmamembran interagierten, es sich bei den detektierten 
Signalen also nur um "Hintergrundfluoreszenz" handelte.  
Bei der Beurteilung dieser Ergebnisse muss berücksichtigt werden, dass die Hydrolyse von 
Adenosintriphosphat (ATP) zu Adenosindiphosphat (ADP) zwar für die Chaperon-
Funktion von Hsp70 erforderlich ist, also für die Bindung, Arretierung und anschließende 
Freisetzung von Substraten (Mayer und Bukau, 2005). Allerdings kann die SBD auch in 
Abwesenheit von ATP oder ADP in offener Konformation vorliegen. Darüber hinaus ist 
selbst ein auf diese Domäne reduziertes Hsp70-Fragment in der Lage, Substrate zu bindet 
(Zhu et al., 1996; Slepenkov und Witt, 1998). Demensprechend kann angenommen wer-
den, dass Hsp70 grundsätzlich ist der Lage ist, etwa mit NRL-Peptiden auch ohne ATP 
beziehungsweise ADP zu interagieren. Nicht abzuschätzen ist allerdings, ob eine Verdrän-
gung bereits gebundener Substrate durch Peptide möglich wäre, für deren Aminosäurese-
quenzen Hsp70 eine höhere Spezifität aufweisen würde. 
Zusammenfassend betrachtet zeigen die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse 
sehr deutlich, dass die NRL-Peptide durch das auf den Zelloberflächen exponierte periphe-
re beziehungsweise integrale Hsp70 nicht gebunden wurden. Unter Berücksichtigung der 
beschriebenen Besonderheiten des Chaperons lässt sich somit vermuten, dass das auf Tu-
morzellen vorhandene Hsp70 nicht aktiv ist. Mögliche Gründe hierfür könnten sein, dass 
die NBD in die Plasmamembranen integriert ist, Hsp70 in dimerisierter Form vorliegt oder 
eine Auflösung der Dimere beziehungsweise Verdrängung bereits gebundener Substrate 
aufgrund des Mangels an extrazellulärem ATP nicht möglich ist. Im Falle des peripheren 
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Substratpeptiden die Interaktion mit PS inhibieren und demzufolge eine Dissoziation von 
der Plasmamembran auslösen könnte. Versuche zur Prüfung dieser Hypothese mittels nati-
ver Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden zwar unternommen, scheiterten aber in Er-
mangelung einer Möglichkeit, die gegebenenfalls von Hsp70 gebundenen Peptide bezie-
hungsweise die an diese gekoppelten Fluorochrome detektieren zu können. Auf eine ab-
schließende Klärung der dargestellten Sachverhalte wurde verzichtet, da die für die Tumor-
therapie oder Tumordiagnostik erforderliche, dauerhafte Markierung des auf den Zellober-
flächen exponierten Hsp70 - zumindest unter Verwendung eines die von Zhu et al. be-
schriebenen Sequenz beinhaltenden CFL-gekoppelten Substratpeptides - nicht möglich ist 
beziehungsweise nicht zielführend zu sein scheint (Zhu et al., 1996).  
5.10 Zusammenfassung, immunologische Relevanz der Ergebnisse,   
Implikationen  für  Tumordiagnostik  und  Tumortherapie,  Ausblick 
Einerseits illustrieren die zuvor diskutierten Ergebnisse der biochemischen und fluores-
zenzmikroskopischen Analysen von T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen anschaulich, dass 
die basalen und stressinduzierten Expressions- beziehungsweise Lokalisationsmuster be-
stimmter Proteine bei unterschiedlichen Tumorzelltypen differieren können. Andererseits 
lässt insbesondere der Vergleich der Hsp70 betreffenden Resultate der drei Tumorzellli-
nien vermuten, dass sich einige der beschriebenen Eigenheiten der Zellen durchaus als 
Ansatzpunkte für Tumordiagnostik oder Tumortherapie eignen könnten. 
5.10.1 Implikationen der Ergebnisse der biochemischen Analysen der basalen Hsp70-
Expressionsniveaus  sowie  der  Hsp70-Stressantworten  für  die  Tumortherapie 
Bislang verfügbare klinische Studien zeigen bezüglich basaler Hsp70-Expression und Be-
handlungsprognose keinen einheitlichen Zusammenhang (Ciocca und Calderwood, 2005; 
Calderwood et al., 2006). So korreliert die Expression von Chaperonen der HSP70-Familie 
mit einer negativen Prognose etwa bei Brust-, Endometrium- oder Uteruskrebs, Zervixkar-
zinomen und Übergangsepithelkarzinomen der Harnblase. Im Falle etwa von Melanomen, 
Oesophagus-, Pankreas- und Nierenkrebs korreliert die Expression hingegen mit einer po-
sitiven Prognose. Demgegenüber konnte etwa bei Ovarialkarzinomen, Mundhöhlen- und 
Magentumoren, Prostatakrebs oder Leukämie keine Korrelation gezeigt werden.  
Derzeit mangelt es an belastbaren klinischen Studien, die quantitativen Vergleiche der ba-
salen Hsp70-Expressionsniveaus von Tumorzellen mit korrespondierenden gesunden Zel-
len sowie von verschiedenen Tumorzelltypen relativ zueinander ermöglichen. Trotzdem 
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basalen Hsp70-Expression könne einer der für die Stress- beziehungsweise Therapie-
resistenz von Tumorzellen ausschlaggebenden Faktoren sein (Parsell und Lindquist, 1994; 
Nollen et al., 1999). Die Ergebnisse der eigenen biochemischen Analysen schienen diese 
Theorie zunächst zu bestätigen. So zeigten die T47D-Zellen im Vergleich zu den MCF7- 
und U2OS-Zellen ein höheres basales Hsp70-Expressionsniveau und einen schwächeren 
Hsp70-Expressionsanstieg nach Stressexposition (vergleiche Abbildungen 4.2 und 4.5). 
Andererseits reagierten die T47D-Zellen mit einer Verringerung der Expression von Hsc70 
auf den Hitzeschock, obwohl diese Zellen bereits unter physiologischen Bedingungen ver-
gleichsweise wenig Hsc70 exprimierten (vergleiche Abbildungen 4.2 und 4.4). Die MCF7- 
und U2OS-Zellen hingegen verstärkten die Hsc70-Expression nach Stressexposition. Dies 
legt die Schlussfolgerung nahe, dass zytotoxische Effekte die maximal exprimierbaren 
Mengen von Chaperonen der HSP70-Familie begrenzen könnten. Anders ausgedrückt: Die 
basale Stressresistenz einer Zelle könnte nicht nur von der Menge der unter physiologi-
schen Bedingungen exprimierten Chaperone abhängen, sondern darüber hinaus durch das 
maximal erreichbare Expressionsniveau beeinflusst werden.  
Um letztere Hypothese zu prüfen ist es erforderlich, zunächst die basale Stresstoleranz 
verschiedener Tumorzelllinien zu ermitteln. Aufbauend auf den dargestellten Ergebnissen 
könnten etwa die T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen so lange bei verschiedenen Temperatu-
ren um 44 °C inkubiert werden, bis erste Anzeichen für Apoptose erkennbar werden. Sollte 
die allgemeine Stressresistenz von Tumorzellen hauptsächlich vom basalen Hsp70-Ex-
pressionsniveau abhängen, müssten hierbei Stresstoleranz und basale Expression korrelie-
ren. Die T47D-Zellen müssten also über längere Zeiträume höheren Temperaturen wider-
stehen können als die MCF7- und die U2OS-Zellen.  
Für die Tumortherapie bedeutsamer wäre jedoch die Analyse der über die basale Stressre-
sistenz hinaus induzierbaren Stresstoleranz der Zellen. Wie dargelegt sind viele Tumorzel-
len auf die Expression von Chaperonen wie Hsp70 zwingend angewiesen, weshalb diese 
Proteine von vielen Autoren als "Achillesfersen" tumorigener Zellen betrachtet werden 
(Ciocca und Calderwood, 2005). Dementsprechend konzentriert sich ein großer Teil der 
Forschung auf Möglichkeiten, die Expression von Stressproteinen direkt oder indirekt zu 
reduzieren oder die zytoprotektiven Funktionen der Chaperone zu überlasten. Letzteres 
wird etwa umgesetzt, indem Tumore zeitgleich und langfristig mehreren Stressfaktoren 
ausgesetzt werden. Dieses Prinzip liegt verschiedenen Therapieverfahren zugrunde, die 
beispielsweise in Form der Kombination von Hyperthermie- mit Strahlen- oder Chemothe-
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samt betrachtet steht allerdings zu befürchten, dass bei derartigen Therapieansätzen zur 
Behandlung von Tumorzellen mit hoher basaler Expression von Stressproteinen sehr starke 
Stressintensitäten oder langfristige Stressexpositionen erforderlich sein könnten, wobei mit 
umfangreichen Schädigungen gesunder Zellen zu rechnen wäre.  
Sollte die Stressresistenz im Falle von Hsp70 jedoch nicht allein von der Höhe des basalen 
Expressionsniveaus abhängen, sondern durch das maximal erreichbare Expressionsniveau 
begrenzt werden, ließen sich die Chaperone möglicherweise auch als "Trojanische Pferde" 
nutzen. So könnten Tumorzellen mit hohem basalem Hsp70-Expressionsniveau durch 
mehrfache, kurzfristige Exposition gegenüber Stressfaktoren vergleichsweise geringer In-
tensität zunächst dazu gezwungen werden, die Expression von Hsp70 bis zum jeweiligen 
Maximum zu steigern. Sollte die genannte Hypothese korrekt sein, könnte eine anschlie-
ßende Exposition gegenüber höheren Stressintensitäten oder andersartigen Stressfaktoren 
bei solchen Tumorzellen Apoptose oder Nekrose auslösen. Gesunde Zellen hingegen wür-
de eine derartige Vorgehensweise nur relativ geringfügig belasten. 
Um die Brauchbarkeit letzteren Therapieansatzes zu prüfen, sollte die maximal induzier-
bare Stresstoleranz der T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen bestimmt werden. Hierzu müss-
ten die Zellen mehreren Zyklen von Stressexposition und anschließender Erholungsphase 
ausgesetzt werden. Aufgrund der eigenen Vorarbeiten würden sich hierbei Stressintensitä-
ten von 44 °C und Erholungsphasen von sechs bis acht Stunden anbieten. Wäre die maxi-
mal exprimierbare Hsp70-Menge tatsächlich infolge zytotoxischer Wirkungen begrenzt, 
müssten die T47D-Zellen hierbei eine geringere Anzahl von Zyklen überstehen als die 
MCF7- und U2OS-Zellen. Darüber hinaus sollte nach mehrfacher Stressexposition eine 
Reduzierung der Hsc70-Expression auch bei MCF7- und U2OS-Zellen feststellbar sein. 
5.10.2 Immunologische Relevanz der Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen 
Analysen und Implikationen der Lokalisationsmuster für die Tumordiagnostik 
Wie bereits dargestellt, wurde bislang eine Vielzahl von Studien veröffentlicht, welche das 
Vorkommen von Hsp70 in Form integraler Proteine der Plasmamembran bei Tumorzellen 
beschreiben, die Exposition von PS demonstrieren oder die Sekretion von TMVs bezie-
hungsweise die Abschnürung von SVs zeigen. Dies lässt den Eindruck entstehen, es könne 
sich hierbei um besondere Merkmale tumorigener Zellen handeln. Sowohl das integrale 
Hsp70 wie auch PS fungieren jedoch als Erkennungsstrukturen für phagozytierende Zellen 
beziehungsweise natürliche Killerzellen (Multhoff et al., 1995; Erwig und Henson, 2008; 
Multhoff und Hightower, 2011). Daher drängt sich in diesem Zusammenhang zwangsläu-
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tems umgehen können, obwohl sie immunaktivierende Moleküle wie Hsp70 und PS dauer-
haft auf den extraplasmatischen Seiten ihrer Zellmembranen exponieren. Im Falle von PS 
wird angenommen, dass dieses nur einer von mehreren relevanten Faktoren ist und eine 
gewisse Menge desselben exponiert werden muss, um eine Reaktion phagozytierender 
Zellen auszulösen (Borisenko et al., 2003; Devitt et al., 2003; Segawa et al., 2011). Ob 
ähnliches auch für Hsp70 gilt, wurde bislang nicht untersucht, lässt sich aufgrund der bei 
verschiedenen Tumorzelltypen differierenden Mengen von integralem Hsp70 jedoch an-
nehmen. Demgegenüber lassen die Ergebnisse der eigenen Analysen vermuten, dass für 
die fehlende beziehungsweise schwache Reaktion des Immunsystems auf tumorigene Zel-
len ein alternativer Erklärungsansatz in Betracht gezogen werden muss. 
Sollten die drei untersuchten Zelllinien tatsächliche große SVs bilden, deren äußere Memb-
ranschichten PS enthalten und auf deren Oberfläche der größte Teil des integralen bezie-
hungsweise des peripheren Hsp70 vorhanden ist, würden phagozytierende Zellen sehr 
wahrscheinlich auf diese SVs reagieren. Voraussetzung hierfür ist im Falle von PS jedoch, 
dass dieses zugänglich ist. Wäre PS durch mit diesem interagierende Proteine überdeckt, 
würde keine Phagozytose erfolgen (Bennett et al., 1995; Krahling et al., 1999). Dement-
sprechend ist es denkbar, dass das Immunsystems auf tumorigene Zellen während der Bio-
genese von SVs zunächst nur schwach reagiert, da PS sowie möglicherweise auch das in-
tegrale Hsp70 durch peripher mit PS interagierende Proteine abgeschirmt werden.  
Interessanterweise sind auf Tumore zurückzuführende SVs nicht nur in der direkten Um-
gebung derselben zu finden, sondern können auch in Blut und Urin enthalten sein (Di Vi-
zio et al., 2012; D'Souza-Schorey und Clancy, 2012). Somit ist es denkbar, dass die Im-
munantwort im Falle tumorigener Zellen infolge der Abschnürung und der folgenden weit-
räumigen Verteilung von SVs langfristig ins Leere läuft, da die Immunreaktion auf die SVs 
fokussiert und somit von den Tumorzellen abgelenkt wird. Diese Hypothese wird gestützt 
durch die von Vega et al. demonstrierte Aktivierung von Makrophagen durch EVs, welche 
Hsp70 zumindest in Form integraler Membranproteine enthalten (Vega et al., 2008). Die 
Ergebnisse der eigenen fluoreszenzmikroskopischen Analysen stimmen mit den letztge-
nannten Hypothesen überein. So kolokalisierten immunaktivierende (Hsp70) beziehungs-
weise zur direkten Interaktion mit PS fähige Proteine auf den Oberflächen aller (Hsp70, 
GAPDH, α-Tubulin) oder der meisten (Galektin-3) untersuchten Tumorzellen in eng be-
grenzten Bereichen von vesikulärer Erscheinung (Abbildungen 4.10 und 4.12).  
Um die zuvor genannten Hypothesen zu verifizieren, sollte in einem ersten Schritt geprüft 
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U2OS-Zellen PS enthalten und ob dieses mit Hsp70, GAPDH, Galektin-3, LDH und α-
Tubulin kolokalisiert. Letzteres ließe sich fluoreszenzmikroskopisch bewerkstelligen, wo-
bei sich zur Markierung von PS Fluorochrom-gekoppeltes Annexin-V anbietet. Die einzel-
nen Zielproteine könnten direkt oder indirekt immunfluoreszenzmarkiert werden. Die Vi-
sualisierung der Lokalisationsmuster beziehungsweise die Prüfung auf Kolokalisation wäre 
etwa mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie umzusetzen. Parallel sollte analysiert 
werden, ob sich die Intensitäten der Annexin-V-Fluoreszenzsignale variieren lassen, indem 
die vermeintlich direkt mit PS interagierenden Proteine beispielsweise mittels Hochsalz- 
oder Niedrig-pH-Puffern entfernt werden.  
Sollten letztere Experimente erfolgreich verlaufen, könnte in einem zweiten Schritt unter 
Zellkultur-Bedingungen analysiert werden, wie phagozytierende Zellen beziehungsweise 
Makrophagen auf SV-bildende Tumorzellen reagieren. Hierbei wäre unter anderem zu 
prüfen, wie die Reaktionen ausfallen, wenn die peripher mit PS interagierenden Proteine 
von den Oberflächen der Tumorzellen entfernt werden, PS mit Annexin-V maskiert oder 
die Abschnürung der SVs chemisch unterbunden wird. Sollte die Immunantwort tatsäch-
lich durch die Freisetzung von SVs negativ beeinflusst werden, müssten etwa Makropha-
gen auf die Entfernung der peripheren Proteine beziehungsweise die Unterbindung der SV-
Abschnürung mit verstärkter Phagozytoseaktivität reagieren. Die Maskierung von PS hin-
gegen sollte die Phagozytose blockierten.  
Obgleich sich die Unterbindung oder Verlangsamung der SV-Biogenese theoretisch als 
Behandlungsansatz für die Tumortherapie eignen könnte, dürfte die Umsetzung dieses 
Prinzips einen erheblichen Forschungsaufwand erfordern. Grundsätzliches Problem ist 
hierbei, dass auch gesunde Zellen SVs generieren, welche unter anderem der interzellulä-
ren Kommunikation dienen (D'Souza-Schorey und Clancy, 2012). Darüber hinaus wurde 
im Rahmen der eigenen Analysen beobachtet, dass Hsp70, GAPDH, LDH und α-Tubulin 
auch auf ursprünglich gesunden, aber immortalisierten HK2-Nierenzellen in Clustern ak-
kumulierten, deren Formen und Größen den auf den Tumorzellen beobachteten entspra-
chen (Abbildung 4.13). Obwohl immortalisierte Zellen eher mit Tumorzellen denn mit 
gesunden Zellen vergleichbar sind, lässt dies vermuten, dass die Abschnürung von SVs 
auch bei gesunden, jedoch temporär gestressten Zellen auftreten könnte. Somit muss davon 
ausgegangen werden, dass eine gezielte Beeinflussung der SV-Abschnürung entdifferen-
zierter Zellen erforderlich wäre, um die Biogenese von SVs als Ansatzpunkt für die Tu-
mortherapie nutzen zu können. Letzteres ist nach derzeitigem Wissensstand jedoch nicht 
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Demgegenüber wäre die Nutzung beispielsweise der im Blutkreislauf zirkulierenden SVs 
im Rahmen der Tumordiagnostik ein in einem überschaubaren Zeitraum Erfolg verspre-
chender Ansatz. Insbesondere im Falle von Prostata-Tumoren ist dies bereits Gegenstand 
intensiver Forschung (Brett et al., 2015; Tompkins et al., 2015).  
Allgemein wird derzeit angenommen, dass sich die Proteinkompositionen der auf gesunde 
Zellen beziehungsweise der auf Tumorzellen zurückzuführenden EVs unterscheiden (Min-
ciacchi et al., 2015b). Daher wird unter anderem versucht, die entsprechenden Proteome so 
detailliert zu charakterisieren, dass von Tumorzellen abstammende TMVs oder SVs ein-
deutig identifiziert und von denen gesunder Zellen unterschieden werden können. Aller-
dings sind die entsprechenden Forschungsansätze momentan noch auf bestimmte Tumor-
typen beziehungsweise Tumorzelllinien fokussiert, da ursprünglich davon ausgegangen 
wurde, die Freisetzung von SVs sei ein besonderes Merkmal einiger weniger Tumorzellty-
pen. Demgegenüber lassen die Ergebnisse der eigenen Analysen vermuten, dass die Bio-
genese von SVs ein bei Tumorzellen weit verbreitetes Phänomen ist.  
Um letztgenannte Hypothese zu überprüfen ist es erforderlich, die sehr wahrscheinlich von 
den T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen freigesetzten SVs in analysefähiger Form zu isolie-
ren. Dies wurde im Rahmen des Dissertationsprojektes zwar versucht, scheiterte aber an 
der vergleichbaren Tendenz zur Aggregation der Zellen und der diesen entstammenden 
SVs. Dementsprechend müsste zunächst eine Methode etabliert werden, welche die Agg-
regation der SVs soweit vermindert oder reduziert, dass diese direkt oder indirekt immun-
fluoreszenzmarkiert und durchflusszytometrisch analysiert sowie etwa durch fluoreszenz-
aktivierte Zellsortierung von apoptotischen Vesikeln getrennt werden können.  
Letzteres könnte etwa durch Kultivierung der Zellen in Durchflusskammern umgesetzt 
werden. In diesen ließe sich ein ständiger Fluss von Medium erzeugen, welchem Fluoro-
chrom-gekoppelte Antikörper hinzugefügt werden könnten. Durch Sammlung des abflie-
ßenden Mediums und direkt anschließende durchflusszytometrische Analyse müsste es so 
möglich sein, die Aggregation der SVs zu umgehen. Gelänge dies, ließen sich etwa SVs, 
auf deren Oberflächen integrales oder peripheres Hsp70 vorhanden ist, von solchen tren-
nen, deren Membranen die Chaperone nicht enthalten. Auch wäre es möglich, durch bio-
chemische Isolierung sowie massenspektrometrische Analyse die Gesamt- beziehungswei-
se die extra- und intraluminalen Proteinkompositionen der SVs zu ermitteln. Sollte sich im 
Falle letzterer Analysen Hinweise auf eine für einzelne Tumorzelltypen spezifische Zu-
sammensetzung der auf den Oberflächen exponierten oder im Lumen der SVs enthaltenen 
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Tumorgeweben der Fall ist. Beispielsweise könnten im Rahmen der operativen Entfernung 
von Tumoren auch Proben des korrespondierenden gesunden Gewebes sowie Blutproben 
entnommen werden. Analog zur zuvor beschriebenen Vorgehensweise könnten nach Ex-
traktion der SVs aus den Blutproben geeignete Markerproteine auf deren Oberflächen im-
munfluoreszenzmarkiert, gegebenenfalls vorhandene unterschiedliche SV-Populationen 
mittels fluoreszenzaktivierter Zellsortierung voneinander getrennt und die resultierenden 
Isolate biochemisch beziehungsweise massenspektrometrisch analysiert werden.  
Durch weiterführende vergleichende Analysen der auf den Oberflächen von SVs sowie 
von gesunden Zellen und von Tumorzellen vorhandenen Proteine ließen sich dann etwaige 
Korrelationen zwischen den entsprechenden Proteinkompositionen identifizieren. Wären 
hierbei tatsächlich eine Tumorzelltyp-spezifische Komposition der Oberflächenproteine in 
vivo nachweisbar, könnte dies die Identifikation bestimmter Tumorarten oder sogar einzel-
ner Tumorzelltypen anhand der im Blutkreislauf zirkulierenden SVs ermöglichen.  
Die Nutzung von TMVs und SVs als Tumorbiomarker analog zu bereits etablierten Vari-
anten der Flüssigbiopsie ist bereits Gegenstand der Forschung (Zocco et al., 2014). Letzte-
re Verfahren stützen sich bislang im Wesentlichen auf den Nachweis von DNA bezie-
hungsweise von Proteinen im Blut, die auf Tumorzellen zurückzuführen sind, oder auf die 
Detektion von frei im Blutkreislauf zirkulierenden Tumorzellen. Eine Berücksichtigung 
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7 Abkürzungsverzeichnis 
ADP Adenosindiphosphat 
Alix ALG-2-interagierendes Protein X 




BAX Bcl-2-assoziiertes Protein X 
Bcl-2 B-Cell Lymphoma Two Regulator Protein 
BSA Bovines Serumalbumin 
C / G / YFP Cyan / Green / Yellow Fluorescent Protein 
DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNS Desoxyribonukleinsäure 




EGF Epidermal Growth Factor 
EV Extrazelluläres Vesikel 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
FasL Fas-Ligand 
FM Fluoreszenzmikroskopie 
FKS Fötales Kälberserum 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsaure 
hH2O hochreines Wasser 
HRP Horseradish Peroxidase  
HSF Hitzeschockfaktor 
HSP Hitzeschockprotein 
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KLSM Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop 
Laser Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation 
LDH Laktat-Dehydrogenase 
NBD Nukleotidbindedomäne 
NEF Nucleotide Exchange Factor 
NF-KB Nukleärer Transkriptionsfaktor Kappa-B 
mAk monoklonaler Antikörper 
MDCK Madin Darby Canine Kidney (Cells) 




MHC Major Histocompatibility Complex 
MVBs Multivesicular Bodies 
MW Molecular Weight 
pAk polyklonale Antikörper 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PARP-1 Poly-ADP-Ribose-Polymerase-Eins 






PSG Penicillin, Streptomycin, Glutamin 
PVDS  Polyvinylidenfluorid 
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SDS Sodium Dodecyl Sulfate 
sec Sekunde 
SV Shedding Vesicle 
TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
TE Tris-EDTA-Puffer 
TEMED N, N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin 
TRAIL Tumornekrosefaktor-verwandter, Apoptose-induzierender Ligand 
Tricin N-(Tri[hydroxymethyl]methyl)glycin 
Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol 
TMV Tumor-derived Microvesicle 
TNF Tumornekrosefaktor 
TPP Tumor Cell-penetrating Peptide-based Probe 
Tween-20 Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat 
v/v volume per volume 



















Abbildungs- und Tabellenverzeichnis 
 
 
Seite 147 von 190 
8 Abbildungs- und Tabellenverzeichnis 
8.1 Abbildungsverzeichnis 
2.1 Domänenstruktur von Hsp70 am Beispiel von DnaK. 
 
8 
2.2 Konformation von Hsp70 im ADP- und im ATP-gebundenen Zustand. 
 
10 
2.3 Ablauf des kanonischen Chaperon-Zyklus am Beispiel der Hsp70-Kernma-
schinerie von Escherichia coli. 
 
13 
2.4 Vergleich der Domänenarchitektur humaner Hsp70-Chaperone. 
 
14 




4.1 Die differentielle Zentrifugation ermöglicht eine Anreicherung peripherer 
und integraler Membranproteine. 
 
55 
4.2 Die Mammakarzinom-Zelllinien T47D und MCF7 zeigen eine höhere basale 
Hsp70-Expressionsintenstität, als die Osteosarkom-Zelllinie U2OS. 
 
57 
4.3 Stressinduziert ändern sich die prozentualen Verhältnisse zwischen zytoso-
lisch lokalisiertem und Membran-assoziiertem beziehungsweise in subzellu-




4.4 Durch einen Hitzeschock wird die Expression von Alix, Galektin-3 und 




4.5 Stressinduziert akkumuliert Hsp70 zeitgleich in den Zytosol- und Membranf-




4.6 T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen exponieren Hsp70 und Caveolin-1 auf der 
extraplasmatischen Seite der Zellmembran. Nach Stressexposition ändert sich 
die Verteilung dieser Proteine nicht. 
 
71 
4.7 Auf den Oberflächen ungestresster und gestresster T47D-, MCF7- und 
U2OS-Zellen akkumulieren integrales und peripheres Hsp70 in Clustern. 
 
74 
4.8 Die subzelluläre Lokalisation von Hsp70 wird bei T47D-, MCF7- und U2OS-
Tumorzellen durch thermischen Stress nicht erkennbar beeinflusst. 
 
78 





-ATPasen meist weiträumiger als Hsp70 verteilt, Centrin, 




4.10 Auf den Oberflächen ungestresster Tumorzellen kolokalisieren GAPDH, α-
Tubulin und Alix mit Hsp70. 
 
86 
4.11 Das multifunktionelle Protein Alix ist auf Oberfläche von Tumorzellen weit-





Abbildungs- und Tabellenverzeichnis 
 
 
Seite 148 von 190 
4.12 Galektin-3 ist auf Oberfläche von Mammakarzinom-Zellen nur geringfügig 
weiträumiger verteilt als Hsp70, kolokalisiert mit diesem in eng begrenzten 
Bereichen und lässt sich durch Laktose nicht entfernen. 
 
91 
4.13 Auch immortalisierte HK2-Zellen exprimieren und exponieren Hsp70, 
GAPDH, LDH und α-Tubulin in Clustern, die in Form und Größe den Prote-
inclustern auf den Tumorzellen entsprechen. 
 
94 
4.14 Fluorochrom-gekoppelte Substrat- und Kontrollpeptide interagieren mit 
Komponenten der Plasmamembran von Mamakarzinom-Zellen. 
 
96 
4.15 Fluorochrom-gekoppelte Substrat- und Kontrollpeptide sind auf den Ober-
flächen von Mamakarzinom-Zellen detektierbar. 
 
97 
4.16 Mit 5(6)-Carboxyfluorescein gekoppelte Substrat- und Kontrollpeptide sowie 








9.2 Ein Hitzeschock kann bei T47D-, MCF7- oder U2OS-Zellen auch Auswir-
kungen auf die Expression der Proteine Aktin, α-Tubulin, GAPDH, Alix, 
Galektin-3, β-Catenin und Hsp60 haben. 
 
151 
9.3 Bei T47D-, MCF7- sowie U2OS-Zellen wird die Expression von Hsp60 und 
Hsp90 durch einen nichtletalen Hitzeschock beeinflusst. 
 
155 
9.4 Hsp70 und Hsp90 kolokalisieren auf den Oberflächen von MCF7-Zellen und 
akkumulieren in Clustern. T47D- und U2OS-Zellen benötigen nach der Aus-
saat bis zu 48 Stunden für die Bildung der Hsp70-Cluster. 
 
158 
9.5 Die durch einen Hitzeschock induzierten Hsp70-Expressionssteigerungen 
lassen sich durch Quantifizierung der Signalintensitäten immunfluoreszenz-
mikroskopischer Bilder nicht erfassen. 
 
160 
9.6 Ergänzung zu Abbildung 4.8 "Die subzelluläre Lokalisation von Hsp70 wird 
bei T47D- sowie MCF7- und U2OS-Tumorzellen durch thermischen Stress 
nicht erkennbar beeinflusst". 
 
161 
9.7 Ergänzung zu Abbildung 4.9 "Auf der Oberfläche ungestresster Tumorzellen 




-ATPasen meist weiträumiger als 
Hsp70 verteilt, Centrin, GAPDH sowie LDH und α-Tubulin hingegen zeigen 
ein den Hsp70-Clustern entsprechendes Lokalisationsmuster". 
 
166 
9.8 Ergänzung zu Abbildung 4.10 "Auf den Oberflächen ungestresster Tumorzel-
len kolokalisieren GAPDH, α-Tubulin und Alix mit Hsp70". 
 
176 
9.9 Hsp70 und Galektin-3 kolokalisieren auf den Oberflächen von MCF7-Zellen 
und akkumulieren in Clustern. 
 
179 
9.10 Ergänzung zu Abbildung 4.12 "Galektin-3 ist auf Oberfläche von Mamma-
karzinom-Zellen nur geringfügig weiträumiger verteilt als Hsp70, kolokali-






Abbildungs- und Tabellenverzeichnis 
 
 
Seite 149 von 190 
9.11 Ergänzung zu Abbildung 4.13 "Auch immortalisierte HK2-Zellen exprimie-
ren und exponieren Hsp70, GAPDH, LDH und α-Tubulin in Clustern, die in 
Form und Größe den Proteinclustern auf den Tumorzellen entsprechen". 
 
183 
9.12 In den Zellkernen ungestresster HeLa-Zellen ist Hsp70 nicht detektierbar. In 




2.1 Familien der Hitzeschockproteine sowie Beispiele für Nomenklatur, Lokali-
sation und Funktion einzelner Proteine bei Escherichia coli (E. coli), Saccha-
romyces cerevisiae (S. cerevisiae), Pisum sativum (P. sativum) und Homo 
sapiens (H. sapiens). 
 
6 
2.2 Derzeit gebräuchliche Nomenklatur, ursprüngliche beziehungsweise alterna-
tive Bezeichnungen und bislang bekannte Lokalisation der von Homo sapiens 
exprimierten Chaperone der HSP70-Familie. 
 
15 
3.1 Geräte und Software. 
 
28 
3.2 Basismedien, Medienzusätze, Chemikalien, Reagenzien und Materialien. 
 
30 
3.3 Antikörper und Peptide, genutzte Verdünnungen und Konzentrationen. 
 
33 
3.4 Zusammensetzung der Desinfektionslösungen. 
 
35 
3.5 Zusammensetzung der Kulturmedien. 
 
38 
3.6 Zusammensetzung von Zellkultur-Puffer und Dissoziations-Lösung. 
 
39 
3.7 Zusammensetzung der Kryomedien. 
 
40 
3.8 Zusammensetzung von Homogenisierungs- und Proteaseinhibitions-Lösung. 
 
41 
3.9 Zusammensetzung des Probenpuffers. 
 
43 
3.10 Zusammensetzung der Tricin-SDS-PAGE-Lösungen. 
 
44 
3.11 Zusammensetzung der Lösungen für Trenn- (9,8 %) und Sammelgel (4,1 %). 
 
45 
3.12 Zusammensetzung der Westernblot-Lösungen. 
 
46 
3.13 Zusammensetzung von Membranfarbstoff-, Peptid- und Laktose-Lösungen. 
 
49 
3.14 Zusammensetzung der Mikroskopie-Puffer und -Lösungen. 
 
50 















Seite 150 von 190 
9 Anlagen 
9.1 Ergänzende Abbildungen 
 
Abbildung 9.1: Die β-Aktin-Expression wird bei T47D- und MCF7-Zellen durch einen Hitzeschock 
beeinflusst. Ungestresste (Null Stunden, 37 °C) und gestresste Zellen (40 °C oder 44 °C, 25 Minuten) nach 
verschiedenen Erholungsperioden (37 °C, zwei bis acht Stunden) wurden chemisch lysiert. Zelltrümmer 
wurden durch Zentrifugation entfernt, die Proben (je 80 Mikrogramm Gesamtproteingehalt) gelelektrophore-
tisch aufgetrennt, die Proteine auf Polyvinylidenfluorid-Membranen übertragen und die Zielproteine β-Aktin 
(A) und Hsp70 (B) unter Nutzung der Primärantikörper sc-59569 (Hsp70) und 4967 (β-Aktin) sequentiell 
immunologisch markiert und detektiert. Nach densitometrischer Quantifizierung der Westernblots (WB) 
wurde die Bande der höchsten Intensität jeder Bandengruppe als 100 % definiert und die relativen Werte der 
anderen Banden basierend auf dieser Definition errechnet (n = 1,0). Die Säulendiagramme repräsentieren die 
sich infolge eines Hitzeschocks von 40 °C (SD1) oder 44 °C (SD2) ergebenden Konzentrationsänderungen. 
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Abbildung 9.2: Ein Hitzeschock kann bei T47D-, MCF7- oder U2OS-Zellen auch Auswirkungen auf 
die Expression der Proteine Aktin, α-Tubulin, GAPDH, Alix, Galektin-3, β-Catenin und Hsp60 haben. 
Zellkernfreie Homogenate (ZH) ungestresster (ZH, Z1, M1; 37 °C) und gestresster Zellen (Z2, M2; 44 °C, 
25 Minuten; vier Stunden Erholungszeit bei 37 °C) wurden in Zytosol- (Z1, Z2) und Membranfraktionen 
(M1, M2) getrennt. Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine (je 13 Mikrogramm Gesamtprotein-
gehalt) und Übertragung derselben auf Polyvinylidenfluorid-Membranen wurden die Zielproteine unter Nut-
zung folgender Primärantikörper sowie entsprechender Sekundärantikörper sequentiell immunologisch mar-
kiert beziehungsweise detektiert: (A) Aktin: Ab-5; (B) α-Tubulin: sc-53029; (C) GAPDH: 1D4; (D) Alix: sc-
99010; (E) Galektin-3: sc-23938; (F) β-Catenin: 610153; (G) Hsp60: ab13532. Die resultierenden Banden 
der entsprechenden Westernblots (WB) wurden densitometrisch quantifiziert, je nach angestrebtem Ver-
gleich umgerechnet und als Säulendiagramme (SD) aufbereitet (n = 1,0). SD1: Vergleich der Zielproteinkon-
zentrationen der Zelllinien nach Probentyp (jeweils ZH, Z1, Z2, M1, M2 der drei Zelllinien gemeinsam). 
SD2: Vergleich der Zielproteinkonzentrationen der Probentypen nach Zelllinie (jeweils ZH, Z1, Z2, M1, M2 
der einzelnen Zelllinie). SD3: Vergleich des Zielproteingehalts von Zytosol- (weiß) und Membranfraktionen 
(grau). Im Falle von SD1 und SD2 wurden jeweils die Banden mit den höchsten Intensitäten einer jeden 
Bandengruppe als 100 % definiert und die relativen Werte der anderen Banden dementsprechend umgerech-
net. Bei SD3 wurden die Resultate der Quantifizierungen anhand der bekannten Verdünnungsfaktoren ma-
thematisch korrigiert, die Werte der einzelnen Fraktionspaare addiert, als 100 % definiert und darauf basie-
rend die prozentualen Anteile der Zielproteine der Fraktionen errechnet. Zur besseren Vergleichbarkeit sind 
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Abbildung 9.3: Bei T47D-, MCF7- sowie U2OS-Zellen wird die Expression von Hsp60 und Hsp90 
durch einen nichtletalen Hitzeschock beeinflusst. Proben ungestresster (Null Stunden) und gestresster 
Zellen (44 °C, 25 Minuten) nach unterschiedlichen Erholungsperioden (37 °C, zwei bis 24 Stunden) wurden 
homogenisiert und durch differentielle Zentrifugation in zellkernfreie Zytosolfraktionen (ZF; durchgehende 
graue Linien und Kreise) und Membranfraktionen (MF; gestrichelte schwarze Linien und Vierecke) getrennt. 
Die in den Fraktionen enthaltenden Proteine wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf Polyvinylidenfluo-
rid-Membranen übertragen und die Zielproteine Hsp60 (A) und Hsp90 (B) sequentiell immunologisch mar-
kiert beziehungsweise detektiert. Um die resultierenden Bandenintensitätswerte der einzelnen Westernblots 
miteinander vergleichen zu können, wurden jeweils die Intensitäten aller Banden eines Blots densitometrisch 
quantifiziert, die Bande mit der höchsten Intensität des Blots als 100 % definiert und die relativen Werte der 
anderen Banden basierend auf dieser Definition errechnet. Abschließend wurden die Daten einer einfakto-
rielle Varianzanalyse (ANOVA) unterzogen und nach Bonferroni korrigiert, um statistisch signifikante Wer-
te sowie die sich aus diesen ergebenden Differenzen auch bei geringen Intensitätsunterschieden identifizieren 
zu können. Die Diagramme (DG) zeigen die Ergebnisse der densitometrischen Quantifizierung (Mittelwerte 
+/- Standardabweichungen; n ≤ 3,0) der Westernblots (WB). Die Tabellen (TB) zeigen die sich innerhalb der 
angegebenen Zeiträumen ergebenden Differenzen statistisch signifikanter Konzentrationsänderungen (* = P 
≤ 0,05; ** = P ≤ 0,01; *** = P ≤ 0,001) als Prozentpunkte (%p). Um das zur digitalen Bildgebung genutzten 
Detektionssystem auf Abbildungsfehler zu prüfen, wurde im Falle der Membranfraktionen der Zelllinie 
MCF7 die Position einer einzelnen Probe variiert, welche in der Abbildung zur besseren Übersicht an der 
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Abbildung 9.4: Hsp70 und Hsp90 kolokalisieren auf den Oberflächen von MCF7-Zellen und akkumu-
lieren in Clustern. T47D- und U2OS-Zellen benötigen nach der Aussaat bis zu 48 Stunden für die Bil-
dung der Hsp70-Cluster. MCF7- (A), T47D- (B) und U2OS-Zellen (C) wurden nach der Aussaat für 48 
Stunden kultiviert und ohne Stressexposition (37 °C) sowie ohne Permeabilisierung für die Fluoreszenzmar-
kierung vorbereitet. Die Zielproteine Hsp70 (grün) und Hsp90 (rot) wurden indirekt immun-
fluoreszenzmarkiert, wobei für Hsp70 der polyklonale Primärantikörper sc-1060 und ein AlexaFluor647-
gekoppelter Sekundärantikörper, für Hsp90 der monoklonale Primärantikörper ab1429 und ein 
AlexaFluor488-gekoppelter Sekundärantikörper zum Einsatz kamen. Die Markierung der DNS erfolgte mit 
Hoechst 33342 (blau). Z-Bilderstapel repräsentativer Zellen wurden mittels eines konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskops aufgenommen (Leica TCS SP2, 40-fach Ölimmersionsobjektiv). Aus diesen wurden 
Maximalprojektionen (MP) sowie 3D-Rekonstruktionen in gewinkelter und seitlicher Ansicht (3D) unter 
Nutzung des Oberflächenmodus (OM) oder einer Kombination von Überblendungs- und Oberflächenmodus 
(BM/OM) generiert. Im Falle der T47D- und U2OS-Zellen wurden zusätzlich horizontalen Querschnitte 
erstellt und rechteckige Bereiche der Hsp70-Kanäle entfernt, um die Absenz von Hoechst-Signalen innerhalb 
der an Vesikel erinnernden Hsp70-Cluster zu visualisieren. Alle Mikroskop- beziehungsweise Softwareein-
stellungen wurden zunächst auf Präparate abgestimmt, für deren Herstellung keine Primärantikörper verwen-
det worden waren (Kontrolle) und im Anschluss für die mit Primär- und Sekundärantikörpern behandelten 
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Abbildung 9.5: Die durch einen Hitzeschock induzierten Hsp70-Expressionssteigerungen lassen sich 
durch Quantifizierung der Signalintensitäten immunfluoreszenzmikroskopischer Bilder nicht erfas-
sen. Ungestresste (37 °C) und gestresste (44 °C, 25 Minuten, acht Stunden Erholungszeit bei 37 °C) T47D- 
(A), MCF7- (B) und U2OS-Zellen (C) geringer (3,0 x 10
4
 Zellen / Probe; g. Z.) und hoher Zelldichte (6,7 x 
10
5
 Zellen / Probe; h. Z.) wurden mit (+Triton) oder ohne Permeabilisierung (-Triton) für die Fluoreszenz-
markierung vorbereitet. Hsp70 wurde unter Nutzung des polyklonalen Primärantikörpers pAk sc-1060 indi-
rekt Immunfluoreszenzmarkiert, die fertigen Präparate mittels eines inversen Fluoreszenzmikroskops analy-
siert (Leica DMI6000B, 63-fach Ölimmersionsobjektiv). Zur Quantifizierung der Fluoreszenzsignalintensitä-
ten wurden innerhalb der resultierenden Einzelbilder entsprechende Bereiche von Interesse markiert und 
deren mittlere Graustufenwerte ermittelt. Die Säulendiagramme repräsentieren die sich aus der Zusammen-
fassung der einzelnen Werte mehrerer Bereiche jedes Probentyps ergebenden mittleren relativen Fluores-
zenzsignalintensitäten (Mittelwerte +/- Standardabweichungen; n ≥ 10). Die hier dargestellten Quantifizie-
rungsergebnissen umfassen alle Einzelbilder, die im Rahmen derselben immunfluoreszenzmikroskopischen 
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Abbildung 9.6: Ergänzung zu Abbildung 4.8 "Die subzelluläre Lokalisation von Hsp70 wird bei T47D- 
sowie MCF7- und U2OS-Tumorzellen durch thermischen Stress nicht erkennbar beeinflusst". Jeweils 
3,0 x 10
4
 (A, B) oder 6,7 x 10
5
 (C, D) Zellen pro Probe beziehungsweise Deckgläschen wurden entweder 
durchgängig unter physiologischen Bedingungen kultiviert (37 °C) oder zunächst einem Hitzeschock ausge-
setzt (44 °C, 25 Minuten) und für acht Stunden Erholungszeit bei 37 °C inkubiert. Danach wurden unge-
stresste und gestresste Zellen entweder mit (A, C; +Triton) oder ohne Permeabilisierung (B, D; -Triton) für 
die Fluoreszenzmarkierung vorbereitet. Hsp70 wurde unter Verwendung des polyklonalen Primärantikörpers 
sc-1060 sowie eines AlexaFluor647-gekoppelten Sekundärantikörpers indirekter immunfluoreszenzmarkiert, 
die DNS mit Hoechst 33342 gefärbt. Dargestellt sind die Einzelbilder der im Falle der eigentlichen Proben 
(Hoechst, Hsp70) jeweils für Hsp70 (grün) und DNS (blau) genutzten Detektionskanäle, sowie Überlagerun-
gen der entsprechenden Einzelbilder von Proben (Hsp70 / Hoechst) und Negativkontrollen (Kontrolle), auf-
genommen mit einem inversen Fluoreszenzmikroskop (Leica DMI6000B, 63-fach Ölimmersionsobjektiv). 
Alle Mikroskop- beziehungsweise Softwareeinstellungen wurden zur Darstellung der Zielproteine in den 
permeabilisierten, gestressten Zellen optimiert und im Anschluss ohne Änderungen für die entsprechenden 
unpermeabilisierten Präparate übernommen. Hierbei kamen die nachfolgend aufgeführten Einstellungen zur 
Anwendung: T47D: Signalverstärkung 1,0; Intensität 3,0; Belichtungszeit 200 Millisekunden. MCF7: Sig-
nalverstärkung 1,0; Intensität 4,0; Belichtungszeit 450 Millisekunden. U2OS: Signalverstärkung 1,0; Intensi-
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Abbildung 9.7: Ergänzung zu Abbildung 4.9 "Auf der Oberfläche ungestresster Tumorzellen sind Alix 




-ATPasen meist weiträumiger als Hsp70 verteilt, Centrin, GAPDH 
sowie LDH und α-Tubulin hingegen zeigen ein den Hsp70-Clustern entsprechendes Lokalisationsmus-
ter". Ungestresste T47D-, MCF7- und U2OS-Zellen wurden mit (+Triton) oder ohne Permeabilisierung      
(-Triton) für die Fluoreszenzmarkierung vorbereitet. Die Zielproteine wurden unter Verwendung folgender 
Kombinationen aus monoklonalen (mAk) beziehungsweise polyklonalen Primärantikörpern (pAk) und ent-
sprechend spezifischen, Fluorochrom-gekoppelten Sekundärantikörpern indirekt immunfluoreszenzmarkiert: 





-ATPase: mAk sc-48345, AlexaFluor546; (E) Centrin: pAk C7736, 
AlexaFluor546; (F) GAPDH: mAk 1D4, AlexaFluor546; (G) LDH: pAk ab7639, AlexaFluor647; (H) α-
Tubulin: mAk sc-53029, AlexaFluor546; (I) Caveolin-1: mAk D46G3, AlexaFluor546. Die DNS wurde mit 
Hoechst 33342 gefärbt. Die Analyse der fertigen Präparate erfolgte mittels eines inversen Fluoreszenzmikro-
skops (Leica DMI6000B, 63-fach Ölimmersionsobjektiv). Dargestellt sind die Einzelbilder der im Falle der 
eigentlichen Proben jeweils für Zielprotein (grün) und DNS (blau) genutzten Detektionskanäle, sowie Über-
lagerungen der Einzelbilder der Proben (Zielprotein / Hoechst) und der Negativkontrollen (Kontrolle). Alle 
Mikroskop- beziehungsweise Softwareeinstellungen wurden zunächst zur Darstellung des jeweiligen Ziel-
proteins in den permeabilisierten Zellen optimiert, falls erforderlich auf die entsprechende Negativkontrolle 
abgestimmt und im Anschluss ohne jedwede Änderungen für die Analyse der entsprechenden unpermeabili-
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Abbildung 9.8: Ergänzung zu Abbildung 4.10 "Auf den Oberflächen ungestresster Tumorzellen kolo-
kalisieren GAPDH, α-Tubulin und Alix mit Hsp70". Ungestresste T47D, MCF7- und U2OS-Zellen wur-
den ohne Permeabilisierung für die Fluoreszenzmarkierung vorbereitet und jeweils zwei Zielproteine mit 
polyklonalen (pAk) beziehungsweise monoklonalen Primärantikörpern (mAk) sowie Fluorochrom-
gekoppelten Sekundärantikörpern in folgenden Kombinationen parallel indirekt immunfluoreszenzmarkiert: 
(A) Hsp70 (pAk sc-1060, AlexaFluor647) und Aktin (mAk Ab-5, AlexaFluor546), (B) Hsp70 (pAk sc-1060, 
AlexaFluor647) und GAPDH (mAk 1D4, AlexaFluor546), (C) Hsp70 (pAk sc-1060, AlexaFluor488) und α-
Tubulin (mAk sc-53029, AlexaFluor646), (D) Hsp70 (pAk sc-1060, AlexaFluor647) und Alix (pAk 
sc99010, AlexaFluor488). Die DNS wurde mit Hoechst 33342 gefärbt. Die Analyse der fertigen Proben 
erfolgte mittels eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops (Leica TCS SP2, 40-fach Ölimmersionsobjek-
tiv). Dargestellt sind die Einzelbilder der im Falle der eigentlichen Proben jeweils für Hsp70 (grün), das 
zweite Zielprotein (rot) und die DNS (blau) genutzten Detektionskanäle, sowie Überlagerungen der Einzel-
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Abbildung 9.9: Hsp70 und Galektin-3 kolokalisieren auf den Oberflächen von MCF7-Zellen und ak-
kumulieren in Clustern. Ungestresste MCF7-Zellen wurden 48 Stunden nach der Aussaat zunächst mit 
150-millimolarer Laktose-Lösung vorbehandelt (+Laktose; 4,0 °C, 45 Minuten) und danach zusammen mit 
unbehandelten Zellen (-Laktose) jeweils ohne Permeabilisierung für die Fluoreszenzmarkierung vorbereitet. 
Das Zielprotein Hsp70 (grün) wurde mit dem monoklonalen Primärantikörper sc-59569 und einem 
AlexaFluor546-gekoppelten Sekundärantikörper, Galektin-3 (rot) mit dem monoklonalen Primärantikörper 
sc-23938 und einem AlexaFluor647-gekoppelten Sekundärantikörper parallel indirekt immunfluoreszenz-
markiert. Die DNS wurde mit Hoechst 33342 gefärbt. Z-Bilderstapel repräsentativer Zellen wurden mittels 
eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops aufgenommen (Leica TCS SP2, 40-fach Ölimmersionsobjek-
tiv). Hierbei wurden alle Mikroskop- beziehungsweise Softwareeinstellungen zunächst zur Darstellung der 
Zielproteine auf den nicht mit Laktose vorbehandelten Zellen optimiert (Probe). Nach Abstimmung auf Prä-
parate, für deren Herstellung keine Primärantikörper verwendet worden waren (Kontrolle), wurden diese 
Einstellungen für die mit Laktose sowie mit Primär- und Sekundärantikörper behandelten Präparate über-
nommen (Probe). Aus den Bildstapeln wurden Maximalprojektionen sowie 3D-Rekonstruktionen generiert, 
wobei für Letztere eine Kombination von Maximal- und Überblendungsmodus (BM) zum Einsatz kam. Dar-
gestellt sind neben den 3D-Rekonstruktionen (3D) auch Maximalprojektionen (MP) der Bildstapel der für 
Hsp70 sowie Galektin-3 genutzten Detektionskanäle, sowie Überlagerungen beider Bildstapel mit dem je-
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Abbildung 9.10: Ergänzung zu Abbildung 4.12 "Galektin-3 ist auf Oberfläche von Mammakarzinom-
Zellen nur geringfügig weiträumiger verteilt als Hsp70, kolokalisiert mit diesem in eng begrenzten 
Bereichen und lässt sich durch Laktose nicht entfernen". Ungestresste T47D- (A), MCF7- (B) und 
U2OS-Zellen (C) wurden 72 Stunden nach der Aussaat zunächst mit 150-millimolarer Laktose-Lösung vor-
behandelt (+Laktose; 4,0 °C, 45 Minuten) und danach zusammen mit unbehandelten Zellen (-Laktose) ohne 
Permeabilisierung für die Fluoreszenzmarkierung vorbereitet. Das Zielprotein Hsp70 wurde mittels des 
polyklonalen Primärantikörpers sc-1060 sowie eines AlexaFluor488-gekoppelten Sekundärantikörpers, 
Galektin-3 mittels des monoklonalen Primärantikörpers sc-23938 und eines AlexaFluor647-gekoppelten 
Sekundärantikörpers indirekt immunfluoreszenzmarkiert. Die Markierung der DNS erfolgte mit Hoechst 
33342. Dargestellt sind Einzelbilder der für Hsp70 (grün) sowie Galektin-3 (rot) genutzten Detektionskanäle, 
sowie Überlagerungen beider Bilder mit dem jeweils zugehörigen Einzelbild des für die DNS genutzten 
Detektionskanals (blau), sowie entsprechende Überlagerungen der Negativkontrollen (Kontrolle), aufge-
nommen mit einem inversen Fluoreszenzmikroskop (Leica DMI6000B, 63-fach Ölimmersionsobjektiv). Alle 
Mikroskop- beziehungsweise Softwareeinstellungen wurden zunächst zur Darstellung der Zielproteine auf 
den nicht mit Laktose vorbehandelten Zellen optimiert, falls erforderlich auf die entsprechenden Negativkon-
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Abbildung 9.11: Ergänzung zu Abbildung 4.13 "Auch immortalisierte HK2-Zellen exprimieren und 
exponieren Hsp70, GAPDH, LDH und α-Tubulin in Clustern, die in Form und Größe den Proteinclus-
tern auf den Tumorzellen entsprechen". Ungestresste (37 °C) und gestresste (44 °C, 25 Minuten, acht 
Stunden Erholungszeit bei 37 °C) HK2-Zellen geringer (A - F; 3,0 x 10
4
 Zellen / Probe) oder hoher Zelldich-
te (G, H; konfluent) wurden mit (+Triton) oder ohne Permeabilisierung (-Triton) für die Fluoreszenzmarkie-
rung vorbereitet. Die Zielproteine wurden unter Verwendung folgender Kombinationen aus monoklonalen 
(mAk) beziehungsweise polyklonalen Primärantikörpern (pAk) und entsprechend spezifischen, Fluoroch-
rom-gekoppelten Sekundärantikörpern indirekt immunfluoreszenzmarkiert: (A) Caveolin-1: mAk D46G3, 
AlexaFluor546; (B) GAPDH: mAk 1D4, AlexaFluor546; (C) LDH: pAk ab7639, AlexaFluor647; (D) α-
Tubulin: mAk sc-53029, AlexaFluor546; (E-H) Hsp70: pAk sc-1060, AlexaFluor647. Die DNS wurde mit 
Hoechst 33342 gefärbt, die Analyse der fertigen Proben erfolgte mittels eines inversen Fluoreszenzmikro-
skops (Leica DMI6000B, 63-fach Ölimmersionsobjektiv). Dargestellt sind im Falle der eigentlichen Proben 
die Einzelbilder der jeweils für Zielprotein (grün) und DNS (blau) genutzten Detektionskanäle, sowie Über-
lagerungen dieser Einzelbilder der Proben (Zielprotein / Hoechst) und der Negativkontrollen (Kontrolle). 
Alle Mikroskop- beziehungsweise Softwareeinstellungen wurden zunächst zur Darstellung des jeweiligen 
Zielproteins in den permeabilisierten Zellen optimiert, falls erforderlich auf die entsprechende Negativkon-
trolle abgestimmt und im Anschluss ohne jedwede Änderungen für die Analyse der entsprechenden unper-
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Abbildung 9.12: In den Zellkernen ungestresster HeLa-Zellen ist Hsp70 nicht detektierbar. In den 
Kernen ungestresster U2OS-Zellen ist Hsp70 detektierbar, Hsc70 aber kaum nachweisbar. Ungestress-
te Hela- (A) und U2OS-Zellen (B) wurden vor der Fluoreszenzmarkierung permeabilisiert (+Triton). Die 
indirekte Immunfluoreszenzmarkierung von Hsp70 erfolgte unter Verwendung des monoklonalen Primäran-
tikörpers sc-59569 sowie eines AlexaFluor647-gekoppelten Sekundärantikörpers, die von Hsc70 mittels des 
monoklonalen Primärantikörpers ab51052 sowie eines AlexaFluor546-gekoppelten Sekundärantikörpers. Für 
die Markierung der DNS wurde Hoechst 33342 genutzt. Die Analyse der fertigen Proben erfolgte mittels 
eines inversen Fluoreszenzmikroskops (Leica DMI6000B, 63-fach Ölimmersionsobjektiv). Dargestellt sind 
die Einzelbilder der jeweils für Zielprotein (grün) und DNS (blau) genutzten Detektionskanäle sowie Über-
lagerungen der Einzelbilder der Proben (Zielprotein / Hoechst) und der entsprechenden Negativkontrollen 
(Kontrolle). Alle Mikroskop- beziehungsweise Softwareeinstellungen wurden zunächst auf Präparate abge-
stimmt, für deren Herstellung keine Primärantikörper verwendet worden waren (Kontrolle) und im An-
schluss ohne Änderungen für die Analyse der mit Primär- und Sekundärantikörpern behandelten Präparate 
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9.2 Akademischer Lebenslauf, Veröffentlichung, Tagungsbeitrag 
9.2.1 Akademischer Lebenslauf 
Der Arbeit vor Drucklegung der Pflichtexemplare entnommen.  
9.2.2 Veröffentlichung 
Teile dieser Arbeit sind für folgende Publikation vorgesehen: Schink CW., Hundt W., Ja-
cob R., "Comparative analysis of stress-induced expression elevation and localization of 
heat-shock protein 70 kDa (Hsp70) in different human tumor cells: More similarities than 
differences?" Das betreffende Manuskript ist in Vorbereitung. 
9.2.3 Tagungsbeitrag 
Teile dieser Arbeit wurden anlässlich des "Joint International Symposium on Mechanisms 
of Cellular Compartmentalization" des Sonderforschungsbereichs 593 sowie des Graduier-
tenkollegs 1216 im September 2014 in Marburg in Form folgenden Posters präsentiert: 
Schink CW., Jacob R., Hundt W.  "The heat shock proteins 70 (HSP70s) in human cancer 
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